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 1400W  N-(3-(Aminomethyl)benzyl) acetamidine dihydrochloride 
AA Ácido araquidónico 
AP-1 Activator protein-1 
C/EBP CAAT enhancer-binding protein  
CHAPS cholamidopropyldimethyl-ammino-1-propanesulfonate 
COX Ciclooxigenasa  
DETA-NO [(Z)-1-[2-(2-Aminoethyl)-N-(2-ammonioethyl) amino] 
diazen-1-ium-   1,2-diolate 
DFU (5,5-dimethyl-3(3-fluorophenyl)-4-(4-methylsulphonyl) 
phenyl-2(5H)-furanone)  
DISC Complejo inductor de muerte (Death-inducing signaling 
complex) 
dNTPs desoxinucleótidos 
EGF Epidermal growth factor (factor de crecimiento 
epidérmico) 
FADD Dominio de muerte asociado a Fas (Fas-associated death 
domain protein) 
FLIP FLICE inhibitory protein 
FLICE FADD-like interleukin-1β converting enzyme-like 
protease (caspasa 8) 
HGF Hepatic growth factor (factor de crecimiento hepático) 
 IAP Proteinas inhibidoras de apoptosis (Inhibitor of apoptosis 
proteins) 
IFN Interferón 
IGFBP Insulin-like growth factor binding protein 
IL-6 Interleuquina 6 
L–NIL L–N6–(1–Iminoethyl) lysine, Dihydrochloride 
LPS Lipopolisacárido 
NF-κB  Factor nuclear κB 
NO Óxido nítrico 
NOS Óxido nítrico sintasa 
NSAIDs  Anti-inflamatorios no esteroideos (non-steroidal 
antiinflammatory drugs) 
PAI Inhibidor del activador de plasminógeno 
PBS Tampón fosfato salino 
PGs Prostaglandinas 
PH Hepatectomía parcial 
Socs Supresor de la señalización por citoquinas (supresor of 
cytokine signaling) 
Stat-3 Transductor de señales y activador de la transcripción 3 
(Signal transducer and activator of  transcription 3) 
TdT Deoxinucleotidil transferasa terminal  
 TGF Transforming growth factor (factor de crecimiento 
transformante) 
TNF-α  Factor de necrosis tumoral alfa 
TUNEL TdT-mediated dUTP nick end labelling 
uPA Activador de plasminógeno tipo urokinasa 
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1. REGENERACIÓN HEPÁTICA 
 
El hígado es el órgano principal en la homeostasis metabólica, ya 
que es responsable del metabolismo, síntesis, almacenamiento y 
redistribución de nutrientes, carbohidratos, grasas y vitaminas. Además, el 
hígado elimina los desechos y xenobióticos por conversión metabólica y 
excreción biliar. 
En vertebrados adultos, la capacidad de regeneración está limitada a 
muy pocos tejidos, entre ellos el hígado. La inusual capacidad regenerativa 
del hígado es un mecanismo de adaptación de los organismos, ya que el 
hígado es el principal órgano detoxificante del cuerpo y está expuesto al 
daño que puedan ocasionar toxinas ingeridas en la dieta. El tipo celular 
principal en el hígado y que desempeña la mayoría de funciones descritas es 
el hepatocito, que constituye el 80% de las células hepáticas. El otro 20% 
está integrado por células no parenquimáticas, que incluyen a células de 
Kupffer, células endoteliales, células epiteliales biliares y células esteladas o 
de Ito. 
Aunque los hepatocitos adultos normalmente no se dividen, 
mantienen una gran capacidad proliferativa en respuesta a daño por agresión 
química, patógenos, xenobióticos y estrés inflamatorio. La capacidad de 
replicación de los hepatocitos en respuesta a estos daños hace posible la 
regeneración de la masa hepática incluso a partir de un bajo número de 
células ( Sandgren et al., 1991; Overturf et al., 1997). 
Las referencias a esta extraordinaria capacidad regenerativa del 
hígado se encuentran ya en la mitología Griega, reflejadas en el mito de 
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Prometeo. Tras robar el secreto del fuego a los dioses y entregárselo a los 
humanos, Prometeo fue condenado por Zeus a permanecer encadenado a 
una roca. Allí, Prometeo era torturado por un águila que se alimentaba de su 
hígado. La regeneración de este órgano durante la noche convertía el castigo 
en un tormento interminable. 
El estudio detallado del proceso regenerativo ha sido abordado 
científicamente usando aproximaciones moleculares y genéticas. El mejor 
modelo experimental para su estudio es la hepatectomía parcial (PH) en 
roedores (Higgins y Anderson R.M., 1931). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Modelos animales para el estudio de la regeneración hepática y 
respuesta del hígado frente a un daño. TAA= Tioacetamida; CCl4 = tetracloruro 
de carbono.  
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A diferencia de lo que ocurre en otros modelos experimentales, 
como la utilización de tóxicos hepáticos, la PH no se asocia con daño tisular 
e inflamación y el inicio del estímulo está perfectamente definido en el 
tiempo (resección de los lóbulos hepáticos). En esta operación, dos terceras 
partes del hígado son eliminadas quirúrgicamente por ligadura de la 
circulación y posterior resección de los lóbulos hepáticos. Los lóbulos 
específicos son retirados intactos, sin causar daño a los lóbulos que se 
conservan. El hígado remanente inicia tras la PH una cascada de 
señalización que lleva a la regeneración del tejido. En este proceso 
regenerativo compensador, los lóbulos extirpados no vuelven a crecer sino 
que los lóbulos remanentes crecen hasta que su tamaño es adecuado a las 
demandas del organismo, generalmente en una semana tras la cirugía, 
deteniéndose entonces la proliferación. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Modelo de hepatectomía parcial descrito por (Higgins y 
Anderson R.M., 1931), según la cual se extirpa el 70% de la masa hepática, sin 
causar daño a los lóbulos remanentes. 
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En contraste con otros tejidos regenerativos (médula ósea, piel), la 
regeneración hepática no depende de un grupo de células progenitoras o 
células madre. Aunque algunos estudios sugieren que las células madre de 
médula ósea son capaces de diferenciarse a hepatocitos, no está claro si esto 
es un hecho poco habitual o que sólo tiene lugar en respuesta a 
determinados tipos de daño ( Petersen et al., 1999; Lagasse et al., 2000; 
Minguet et al., 2003). Estudios recientes también apuntan a que existen 
fusiones aisladas entre células madre de médula ósea y hepatocitos que 
pueden dar lugar a nuevas células de origen hepático (Vassilopoulos et al., 
2003; Fausto and Campbell, 2003).  
La regeneración tras la PH se lleva a cabo por la proliferación de 
todas las poblaciones celulares maduras presentes en el órgano, aunque los 
hepatocitos son los primeros en proliferar. Los hepatocitos son células 
normalmente quiescentes en fase G0 del ciclo celular y no se dividen 
(Michalopoulos y DeFrances, 1997; Fausto, 2000). Sin embargo, tras la PH 
se activan una serie de cascadas de señalización en el hígado y 
aproximadamente el 95% de los hepatocitos entran rápidamente en ciclo 
(Taub, 2004). 
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Figura 3. Cinética de síntesis de DNA en diferentes tipos celulares 
hepáticos durante la regeneración tras la PH en rata. Los diferentes tipos 
celulares presentes en el hígado sintetizan DNA a diferentes tiempos. El pico de 
proliferación para los hepatocitos es a las 24h y el resto de células proliferan más 
tarde. Los hepatocitos regenerantes producen factores de crecimiento que pueden 
funcionar como mitógenos para estas células. Esto ha sugerido la idea de que los 
hepatocitos pueden estimular la proliferación de otras células por un mecanismo 
paracrino. 
 
Tras la resección de tejido hepático, las células de Kupffer aumentan 
la producción de IL-6 y TNF-α. Otros factores implicados en la 
regeneración son también liberados de páncreas (insulina), de duodeno o 
glándula salival (EGF), de glándula adrenal (noradrenalina), de tiroides 
(triyodotironina, T3) y de células esteladas (HGF). La cooperación entre 
todas estas señales permite a los hepatocitos progresar de fase G0 hacia G1 y 
a la fase S de síntesis de DNA. 
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Múltiples parámetros afectan a la duración del intervalo entre la PH 
y el inicio de la síntesis de DNA en hepatocitos (Krawitt et al., 1969; 
Yanagi y Potter, 1977). Incluso los ritmos circadianos pueden afectar a la 
síntesis de DNA y la expresión de las ciclinas tras la PH (Matsuo et al., 
2003). La cinética de proliferación celular difiere ligeramente entre 
especies. Así, en el hígado de rata, la síntesis de DNA en hepatocitos 
comienza a las 12h tras la PH y tiene un pico aproximadamente a las 24h; 
mientras que en el ratón el pico de síntesis de DNA se produce a las 36-40h, 
con ligeras variaciones entre diferentes cepas. 
El inicio de la síntesis de DNA en los hepatocitos tras la PH es un 
proceso sincronizado que comienza en el área periportal y después avanza 
hacia la zona perivenosa central (Rabes et al., 1976). La frecuencia de 
mitosis es menor de lo que cabría esperar dados los niveles de síntesis de 
DNA, y la ploidía de los hepatocitos y el porcentaje de células binucleadas 
aumenta con sucesivas replicaciones del DNA, lo que lleva finalmente a 
limitar el proceso regenerativo (Sigal et al., 1999). Durante los tres primeros 
días tras la PH se recupera la mayor parte de la masa hepática y la 
recuperación suele ser completa a los 5-7 días (Grisham, 1962). 
El proceso de regeneración hepática se desarrolla en tres etapas: una 
fase de señalización temprana que pone en marcha la regeneración, una fase 
de proliferación celular (con mantenimiento de la función y estructura del 
hígado) y finalmente la parada de la respuesta proliferativa una vez que ha 
sido restituida una masa hepática adecuada. Los principales factores que 
inician el proceso de preparación para la regeneración son TNF-α e IL-6; la 
proliferación es estimulada por el factor de crecimiento hepático (HGF), el 
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factor de crecimiento transformante α (TGF-α) y el factor de crecimiento 
epidérmico (EGF), y la terminación del proceso regenerativo está regulada 
por TGF-β y activita, que detienen la proliferación celular. 
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1.1 Señalización por citoquinas  
Los factores de transcripción NF-κB, Stat-3, AP-1 y C/EBP-β se 
activan rápidamente tras la PH (Cressman et al., 1995; FitzGerald et al., 
1995; Greenbaum et al., 1998).  
La activación de los factores de transcripción NF-κB y Stat-3 
inmediatamente tras la PH condujo a la hipótesis de que las citoquinas 
podrían regular la respuesta regenerativa (Fausto, 2000). Las células de 
Kupffer son estimuladas tras la PH y liberan TNF-α. La señalización por 
TNF-α es requerida para la respuesta proliferativa, como se ha demostrado 
con el uso de animales carentes del receptor 1 de TNF-α (TNF-R1 KO), que 
presentan una deficiente activación de NF-κB y Stat-3 tras la PH (Yamada 
et al., 1997). Su importancia parece radicar en su capacidad para inducir IL-
6, ya que el tratamiento con IL-6 restaura la capacidad síntesis de DNA en 
ratones TNF-R1 KO (Fujita et al., 2001). NF-κB aparece activo a los pocos 
minutos tras la PH (Cressman et al., 1994), debido a la acción de TNF-α. 
Los dímeros de NF-κB se traslocan al núcleo activando la transcripción de 
diversos genes (entre ellos, NOS-2  y  COX-2). La ausencia de actividad 
NF-κB durante el desarrollo embrionario causa apoptosis en el hígado; 
TNF-α parece actuar como un agente apoptótico en el desarrollo hepático en 
ausencia de NF-κB. 
La activación de NF-κB en las células de Kupffer tras la liberación 
de TNF-α, pone en marcha la transcripción y liberación de IL-6 (Aldeguer 
et al., 2002). La unión de IL-6 a su receptor (IL-6R, que está asociado a dos 
subunidades gp130), estimula la actividad tirosina quinasa de la JAK1 
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asociada (Levy y Lee, 2002; Heinrich et al., 2003). Esta JAK activada 
fosforila a gp130 y a Stat-3 en residuos de tirosina, produciéndose la 
dimerización de Stat-3. Los dímeros se traslocan al núcleo activando la 
transcripción. La estimulación de gp130 también activa la cascada de las 
MAPK. JAK activa Ras, que lleva a la activación de Raf-MEK-ERK. La 
señalización por MAPK es crucial en la proliferación celular y existen 
también evidencias recientes de que IL-6 puede activar directamente 
quinasas implicadas en supervivencia celular como PI3K y AKT (Levy y 
Lee, 2002). 
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Figura 4. Señalización IL-6-Stat3. TNF-α se une a su receptor en células 
de Kupffer aumentando la expresion de IL-6. La unión de IL-6 a su receptor activa 
JAK. Esto pone en marcha dos vías de señales: activación de la vía de las MAPK y 
fosforilación de Stat-3. Fosfo-Stat-3 dimeriza y se trasloca al núcleo donde media 
la activación de genes tempranos que participan en regeneración hepática, fase de 
respuesta aguda y hepatoprotección frente al daño mediado por Fas y tóxicos 
hepáticos. También se activa la transcripción de Socs-3, que interacciona con JAK 
bloqueando la señalización por citoquinas. Figura adaptada de (Taub, 2004). 
 
 
Estudios con animales carentes de IL-6 han mostrado que esta 
citoquina es un efector principal durante la regeneración hepática y en 
hepatoprotección (Cressman et al., 1996; Sakamoto et al., 1999). Tras la PH 
en animales que carecen de IL-6, la recuperación de masa hepática está 
retrasada, caracterizándose por la existencia de necrosis y fallo hepático, con 
una deficiente activación de Stat-3 (Cressman et al., 1996; Li et al., 2001). 
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La carencia de Stat-3 resulta letal en estado embrionario y los animales 
carentes de Stat-3 selectivamente en hígado (Alb+ Stat3-/-) presentan una 
recuperación retrasada tras la PH (Li et al., 2002). Sin embargo, no todas las 
anomalías que se observan en la regeneración en ratones Alb+ Stat3-/- son 
idénticas a las que se describen para la falta de IL-6 (Li et al., 2002). La 
activación normal de las MAPK apoya la idea de que no todos los efectos de 
IL-6 en proliferación hepática están mediados por la activación de Stat-3 y 
más importante aún, que Stat-3 interviene en la progresión en el ciclo 
celular y proliferación en condiciones fisiológicas. El factor de células 
madre (SCF), un factor de crecimiento que se activa por proteolisis de pro-
SCF y que se une al receptor tirosina quinasa Kit, es una diana 
recientemente identificada de IL-6 (Ren et al., 2003). 
La respuesta inmune innata es un factor responsable, al menos en 
parte, de la producción de TNF-α e IL-6 por las células de Kupffer. El LPS 
interacciona con su receptor en la célula de Kupffer y pone en marcha el 
proceso de regeneración tras la PH y también en otros modelos de 
recuperación tras un daño (Cornell et al., 1990). En esta misma línea, otro 
estudio ha mostrado que miembros de la cascada del complemento, C3a y 
C5a, interaccionan con sus receptores en la célula de Kupffer para estimular 
la liberación de TNF-α e IL-6 (Fujita et al., 2001). Los defectos observados 
en la regeneración tras la PH en animales carentes de C3a y C5a se 
correlacionan con la reducción en los niveles TNF-α el IL-6 y la deficiente 
activación de NF-κB y Stat-3 (Mastellos et al., 2001; Strey et al., 2003). 
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1.2 Señalización por factores de crecimiento 
Además de la señalización por citoquinas tras la PH, diversos 
factores de crecimiento participan en la replicación celular durante la 
regeneración hepática. Los efectos de los factores de crecimiento están 
mediados a través de sus receptores. Dos sistemas de señalización ligando-
receptor participan en la regeneración hepática, HGF y su receptor Met, y 
EGFR y sus ligandos y correceptores (Burr et al., 1998; Tomiya et al., 2000; 
Pediaditakis et al., 2001; Okano et al., 2003; Huh et al., 2004). 
HGF es sintetizado por las células esteladas y actúa sobre los 
hepatocitos de manera paracrina. Tras ser sintetizado como pro-HGF es 
rápidamente activado por proteasas, uPA (activador de plasminógeno tipo 
uroquinasa) y su efector, plasminógeno, tras la PH o un daño hepático 
(Pediaditakis et al., 2001; Shimizu et al., 2001). En la rata, las 
concentraciones de HGF aumentan más de 20 veces en una hora tras la PH 
(Lindroos et al., 1991) y las concentraciones plasmáticas de HGF se elevan 
en humano cuando disminuye la masa hepática funcional (Tomiya et al., 
1992).  
HGF regula varios procesos en el hígado, además de ser un 
estimulador directo de la proliferación hepática. Dado que la deleción del 
gen de HGF o de su receptor (Met) conlleva letalidad en estado embrionario 
(Schmidt et al., 1995; Burr et al., 1998; Pediaditakis et al., 2001; Okano et 
al., 2003; Huh et al., 2004), se han utilizado otros abordajes para el estudio 
de sus funciones in vivo. Estudios recientes en ratones deficientes del 
receptor Met en hígado, han mostrado que la señalización a través de HGF-
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Met es importante para la síntesis de DNA y la regeneración tras PH 
(Borowiak et al., 2004) y tras un daño hepático (Huh et al., 2004). 
Una excepción en este punto se refiere a los pacientes con fallo 
hepático agudo. En estos pacientes, los niveles de HGF en sangre son muy 
elevados pero existe una correlación inversa entre niveles de HGF y el 
pronóstico de la enfermedad (Tsubouchi et al., 1991). En esta situación, bien 
las células no responden a HGF o éste se acumula como precursor inactivo. 
HGF es un potente mitógeno para los hepatocitos en cultivo 
(Michalopoulos et al., 1984; Gherardi y Stoker, 1990) y parte de sus efectos 
están mediados por la activación de otro factor de crecimiento, TGF-α, que 
actúa tras unirse a su receptor, EGFR. (Gherardi y Stoker, 1990). Los 
ligandos para EGFR incluyen a los factores de crecimiento EGF, TGF-α, 
anfiregulina, HB-EGF, epiregulina y betacelulina. Las concentraciones 
plasmáticas de EGF aumentan aproximadamente un 30% tras la PH. 
Aunque no se ha abordado todavía la regeneración hepática en un modelo 
de animales carentes de EGF, la baja producción de EGF debido a la falta de 
glándulas salivares ocasiona una recuperación retardada tras la PH (Jones, 
Jr. et al., 1995). EGF podría ejercer su función al hacerse más disponible 
para los hepatocitos tras la PH, ya que la disminución de la masa hepática a 
sólo un tercio tras la PH aumenta la concentración de EGF disponible por 
unidad de peso del órgano remanente. Además la noradrenalina, que 
también aumenta drásticamente tras la PH, estimula la secreción de EGF por 
las glándulas de Brunner (Olsen et al., 1985). 
TGF-α es un potente mitógeno para hepatocitos en cultivo. Durante 
la regeneración hepática, los niveles de TGF-α se correlacionan mejor que 
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los niveles de HGF con la extensión del proceso proliferativo (Tomiya et al., 
1992; Tomiya y Fujiwara, 1993; Tomiya et al., 1997). En contraste con 
HGF, que estimula la replicación de forma paracrina y endocrina, TGF-α es 
un factor autocrino (Webber et al., 1993). En ratones carentes del gen de 
TGF-α, el desarrollo embrionario y la regeneración hepática transcurre con 
normalidad (Russell et al., 1996). Sin embargo, la administración de 
anticuerpos anti-TGF-α bloquean en parte la síntesis de DNA tras la PH 
(Tomiya et al., 2000). 
Aunque estos datos en principio se interpretaron como una 
consecuencia de la compensación con otros ligandos de EGFR, estudios 
recientes apuntan a que los ligandos de EGFR no son intercambiables 
indistintamente en sus funciones. 
Los animales con deleción homozigótica de HB-EGF, presentan una 
regeneración deficiente tras la PH (Mitchell et al., 2005). Los animales con 
deleción homozigótica de anfiregulina, otro ligando de EGFR cuya 
expresión aumenta rápidamente tras la PH, presentaron un proceso de 
regeneración retrasado y disminuido (Berasain et al., 2005). Estos datos 
sugieren que existen funciones definidas para los diferentes ligandos de 
EGFR que no puede ser desempeñadas por otros ligandos del receptor en la 
regeneración hepática, así como en otros procesos biológicos 
(Michalopoulos y  Khan, 2005). 
La inyección de HGF en ratas normales, induce la síntesis de DNA 
en hepatocitos, pero el número de células que inician la síntesis de DNA 
está limitado a un área relativamente pequeña. Resultados similares 
aparecen con infusión de TGF-α y EGF. Esto sugiere que los hepatocitos en 
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el hígado normal no están preparados para responder a las señales 
mitogénicas sin una serie de señales iniciadoras que los lleve a un estado de 
respuesta (Webber et al., 1994). 
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1.3 Integración de la señalización  
TNF-α e IL-6 y factores de crecimiento como HGF son necesarios 
para la regeneración hepática, pero otras señales implicadas en la respuesta 
regenerativa no se han relacionado aún con la activación por citoquinas o 
factores de crecimiento. Por otro lado, la activación de JNK, factores de 
transcripción como (AP-1 o C/EBP-β) y otras señales como IGFBP-1, 
parece estar regulada por citoquinas y factores de crecimiento. La 
cooperación entre ambas vías de señales llevan a una recuperación total del 
hígado tras el daño. 
Por ejemplo, TNF-α y HGF pueden activar JNK y MAPK-ERK, 
claves para la activación de Jun (Westwick et al., 1995), y también pueden 
inducir la expresión de ciclina D1, una proteína importante en el control del 
ciclo celular (Diehl et al., 1994; Talarmin et al., 1999). HGF y TNF-α-IL-6 
desempeñan un papel importante en la activación de AP-1, implicado en la 
activación de proteínas que participan en proliferación (Behrens et al., 
2002), y la cooperación de AP-1 con Stat-3 amplifica la expresión génica 
durante la regeneración (Peters et al., 2000). 
Los altos niveles de C/EBP-α característicos en hígado disminuyen 
tras la PH, mientras que los niveles de C/EBP-β aumentan. C/EBP-α 
estabiliza p21/WAF, inhibiendo la transición de G1 a fase S (Hendricks-
Taylor y Darlington, 1995). C/EBP-β regula positivamente la expresión de 
genes que promueven progresión en el ciclo celular como ciclinas D2 y A y 
retinoblastoma (Chen et al., 1996; Kramer et al., 1996). Entre las 
alteraciones en la regeneración tras PH en animales carentes de C/EBP-β se 
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encuentra una expresión disminuida de genes tempranos y de ciclina E, 
aunque el nivel de ciclina D1 es normal (Greenbaum et al., 1998). 
IGFBP-1 es una de las señales más rápidas tras la PH y modula 
crecimiento celular por mecanismos dependientes e independientes de 
señalización por IGF. Aunque los ratones que carecen de IGFBP se 
desarrollan normalmente, tras la PH presentan niveles muy altos de necrosis 
hepática y una síntesis de DNA gravemente retrasada y disminuida (Leu et 
al., 2003a). 
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Figura 5. Señalización por citoquinas y factores de crecimiento en la 
regeneración hepática. Moléculas claves en inmunidad, como LPS, activan la 
producción de TNF-α e IL-6 por células de Kupffer. TNF- α e IL-6 activan Stat-3 
(entre otras señales) y varias proteínas que también participan en la señalización 
por factores de crecimiento. Asimismo, se activan señales que participan en la 
finalización de la regeneración como TGF-β, Socs-3 y p27. El factor de 
crecimiento HGF se une al receptor Met, activando la vía de PI3K y AKT y la 
liberación de TGF-α y otras señales compartidas con la señalización por 
citoquinas como AP1,  JNK, ERKs, C/EBP-β e IGFBP1. Esta señalización lleva al 
aumento de  la expresión de ciclinas D1 y E y a una disminución de los niveles de 
p27.Adaptada de (Taub, 2004). 
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1.4 Finalización del proceso de regeneración 
De la misma complejidad resulta la finalización de la regeneración, 
una vez alcanzada la masa hepática adecuada a las necesidades funcionales 
de organismo, con una precisión de ± 10% respecto a la masa original. 
Aunque la señalización implicada en esta fase no se conoce en detalle, se 
han identificado varios mediadores que participan en el proceso de 
finalización. 
La mayoría de los estudios en este aspecto se han centrado en los 
miembros de la familia de TGF-β, inhibidor de la proliferación de 
hepatocitos en cultivo (Carr et al., 1986; Derynck y Zhang, 2003). TGF-β es 
considerado un apoptógeno que participa en el control del tamaño del 
hígado y que se encuentra elevado en determinadas infecciones virales 
hepáticas y cirrosis (Cain y Freathy, 2001). La síntesis de TGF-β, y su diana 
Smad, aumentan tras la PH (Braun et al., 1988), pero los hepatocitos son 
resistentes a la acción de TGF-β en los primeras etapas de la regeneración, 
posiblemente debido a la acción de la noradrenalina (Houck y 
Michalopoulos, 1989). La inducción de los inhibidores de TGF-β/Smad, 
(SnoN y Ski) tras la PH puede contribuir a explicar la resistencia de los 
hepatocitos a TGF-β durante la fase proliferativa al unirse a Smad. Durante 
la fase de proliferación se han detectado complejos de Ski y SnoN con 
Smads. Esto apunta a que los Smad activos participan en el establecimiento 
del estado quiescente de los hepatocitos una vez que se ha recuperado la 
masa hepática adecuada (Macias-Silva et al., 2002). Sin embargo, la 
regeneración continúa y se completa en ratones transgénicos que 
sobreexpresan TGF-β1 en hígado (Sanderson et al., 1995; Kopp et al., 
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1996), apuntando a que TGF-β no es la única señal finalizadora de la 
regeneración hepática. Aparte de sus efectos mitoinhibitorios, TGF-β podría 
estimular los cambios tempranos en la movilidad de los hepatocitos y podría 
estar implicado en la regulación de la síntesis de nueva matriz a medida que 
la histología del hígado se reorganiza durante y tras la regeneración 
(Petersen et al., 1994; Stolz y Michalopoulos, 1997). 
Experimentos realizados en animales que carecen del receptor de 
TGF-β (TGFR-2 KO), muestran que TGF-β regula el paso de G1 a S pero la 
señal por TGF-β no se requiere para el fin del proceso de regeneración. 
Estos animales presentan más activación de activina A y Smad. Un 
incremento de activina A podría compensar la regulación de la regeneración 
cuando la señalización por TGF-β está inhibida o es suprimida (Oe et al., 
2004). 
La activina es un miembro apoptogénico de la familia de TGF-β que 
bloquea la mitosis en los hepatocitos. La señalización por activina durante la 
etapa de regeneración es muy baja, ya que los niveles celulares de su 
receptor se encuentran reducidos. Pero tras la etapa proliferativa, los 
receptores de activina vuelven a sus niveles normales (Date et al., 2000). La 
señalización por TGF-β y activina está controlada a otros niveles por 
factores extracelulares como la folistatina, así como por señalización 
intracelular. La administración de folistatina puede bloquear la señalización 
por activina y acelerar la regeneración hepática e incrementar el tamaño 
final del hígado (Takabe et al., 2003). 
Además otros factores contribuyen al fin de la regeneración. Por 
ejemplo, la IL-6 produce un aumento de Socs3 en hígado, disminuyendo la 
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activación de Stat-3, para poner fin a la señal proliferativa mediada por IL-6 
(Campbell et al., 2001). Este hecho podría también explicar los datos 
referentes a una menor recuperación tras PH en animales que sobreexpresan 
IL-6 (Wustefeld et al., 2000), ya que un aumento notable de Socs3 por IL-6 
podría bloquear su propia señalización y la de otras citoquinas. Además,  
IL-6 puede frenar el efecto de HGF mediante la inducción de PAI (Shimizu 
et al., 2001). 
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2. DAÑO HEPÁTICO Y APOPTOSIS 
 
La muerte celular programada (PCD) o apoptosis es una forma 
común de muerte celular durante la embriogénesis, tumorigénesis y 
selección clonal del sistema inmune (Ellis et al., 1991; Schwartzman y 
Cidlowski, 1993). Sin embargo, un defecto o un exceso de apoptosis se 
encuentra implicado en diferentes situaciones fisiopatológicas como cáncer 
o enfermedades degenerativas (Krammer, 1999). 
Existen dos vías alternativas para iniciar el proceso de apoptosis: una 
vía mediada por receptores de muerte situados en la superficie celular, 
denominada vía extrínseca, y otra mediada a través de la mitocondria o vía 
intrínseca (Krammer, 1999; Schmitz et al., 2000). Ambas vías confluyen en 
la activación de las caspasas (una familia de cisteín-aspartato proteasas) que 
producen la lisis de numerosos sustratos celulares conduciendo a la muerte 
por apoptosis.  
Los receptores de muerte son miembros de la superfamilia de 
receptores de TNF, caracterizados por poseer un dominio intracelular, 
denominado dominio de muerte (Krammer, 1999; Schmitz et al., 2000). Los 
receptores de muerte son activados por sus ligandos naturales, la familia de 
TNF. Cuando estos ligandos se unen a sus respectivos receptores –como 
CD95/Fas, TRAIL-R1 o TRAIL-R2- los dominios de muerte atraen a 
proteínas adaptadoras como FADD. Estas proteínas adaptadoras reclutan 
hacia la membrana las proformas inactivas de determinadas caspasas, que 
son activadas en este complejo inductor de muerte (DISC) (Scaffidi et al., 
1998). Las caspasas reclutadas en el complejo DISC, funcionan como 
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caspasas iniciadoras (caspasas 8 y 10) (Kischkel et al., 1995; Pitti et al., 
1998). 
La apoptosis mediada por un daño mitocondrial se inicia con la 
liberación de citocromo c y otros factores proapoptogénicos del espacio 
intermembranoso de la mitocondria (Martinou y Green, 2001; Zamzami y 
Kroemer, 2001). En el citosol, el citocromo c forma un complejo con Apaf1, 
ATP y la procaspasa 9. En este complejo, denominado apoptosoma, la 
caspasa 9 es activada. 
Una vez que se han activado las caspasas iniciadoras, éstas son 
capaces de activar a las caspasas ejecutoras, principalmente caspasa 3. Las 
caspasas ejecutoras pueden procesar a otras procaspasas, amplificando de 
esta manera la cascada de activación proteolítica. Finalmente, las caspasas 
ejecutoras son capaces de procesar diferentes sustratos celulares 
conllevando los cambios morfológicos y bioquímicos característicos de la 
apoptosis (Rathmell y Thompson, 1999). 
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Figura 6. Señalización apoptótica. La apoptosis puede iniciarse por dos 
vías: una extrínseca, a través de receptores de muerte o por un daño a la 
mitocondria (vía intrínseca). La unión de un ligando a su receptor (CD95/Fas en 
la imagen) lleva a la formación del DISC que activa a la caspasa 8. Un daño a la 
mitocondria lleva a la liberación de citocromo c al citosol donde se une a Apaf-1 y 
procaspasa 9 formando el apoptosoma. Ambas vías convergen en la activación de 
caspasas ejecutoras llevando finalmente a la muerte celular por apoptosis. Figura 
adaptada de (Igney y Krammer, 2002). 
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 La maquinaria apoptótica se encuentra finamente regulada a varios 
niveles. Los FLIPs interfieren con el inicio de la apoptosis directamente a 
nivel de los receptores de muerte, ya que poseen homología con la 
procaspasa 8 pero carecen de su sitio catalítico (Krueger et al., 2001). Su 
estructura les permite unirse al DISC, inhibiendo el procesamiento y 
activación de caspasa 8. 
Los miembros de la familia Bcl-2, son un importante grupo de 
reguladores de la apoptosis a nivel mitocondrial (Martinou y Green, 2001; 
Zamzami y Kroemer, 2001). Se dividen en miembros proapoptóticos (BAX, 
BAK, BOK/MTD, Bcl-XS, BID, BAD, BIK/NBK, BLK, HRK/DP5, 
BIM/BOD, NIP3, NIX, NOXA, PUMA, BMF) y antiapoptóticos (Bcl-2, 
Bcl-XL, Bcl-w MCL1, A1/BFL1, BOO/DIVA, NR-13) atendiendo a sus 
funciones. Las proteínas de la familia Bcl-2 regulan la permeabilidad de la 
membrana mitocondrial. 
Los IAPs constituyen un tercer grupo de reguladores (Deveraux y 
Reed, 1999). Los IAPS se unen a las caspasas inhibiéndolas o bien actuando 
como ubiquitin-ligasas que promueven la degradación de las caspasas que 
unen. Se han identificado nueve IAPs en humanos (XIAP, cIAP1, cIAP2, 
NAIP, ML-IAP, ILP2, livina, apolon y survivina). Los IAPs son regulados 
por la proteína SMAC/DIABLO, que se libera de la mitocondria junto a 
citocromo c durante la apoptosis y promueve la activación de caspasas 
uniéndose e inhibiendo a los IAPs (Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000). 
La apoptosis regulada por el receptor de muerte Fas, juega un papel 
fundamental en la patogénesis de enfermedades hepáticas como hepatitis 
viral y autoinmune, enfermedad alcohólica, enfermedad de Wilson, fallo 
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hepático agudo y cirrosis biliar primaria, sugiriendo que el control del 
sistema Fas-FasL puede ser de utilidad en el control de enfermedades 
hepáticas (Pinkoski et al., 2000). En daño hepático causado por 
determinados hepatotóxicos, se observa una apoptosis masiva de hepatocitos 
mediada por activación de la señalización por Fas o TNF-α (Ogasawara et 
al., 1993). La apoptosis mediada por Fas está restringida al hígado y es un 
modelo excelente para el estudio de la hepatitis fulminante. Los dos 
modelos experimentales más utilizados son la inyección de un anticuerpo 
anti-Fas o el tratamiento con concanavalina A (Tiegs et al., 1992; 
Ogasawara et al., 1993). La activación de caspasa 8 es la primera señal 
detectable de la activación de apoptosis por Fas (Kischkel et al., 1995; 
Medema et al., 1997). 
Varias de las señales implicadas en el proceso de regeneración 
hepática también han mostrado su capacidad hepatoprotectora en modelos 
de daño hepático mediado por tóxicos o por anticuerpos anti-Fas. Así, IL-6 
y Stat-3 han mostrado ser hepatoprotectores frente al daño mediado por Fas 
por su capacidad para aumentar los niveles de FLIP, Bcl-XL y Bcl-2 (Haga et 
al., 2003; Kovalovich et al., 2001). IGFBP-1 podría mediar protección 
frente al daño por Fas debido a su capacidad para prevenir el efecto de  
TGF-β como apoptógeno (Cain y Freathy, 2001; Leu et al., 2003b). De la 
misma manera el NO puede proteger de la apoptosis mediada por Fas 
(Fiorucci et al., 2001; Fiorucci et al., 2002) o por otros modelos de daño 
hepático como el mediado por D-galactosamina y LPS (Mojena et al., 
2001). Sin embargo, algunos autores han descrito por el contrario un daño 
mediado por NO en hígado ( Sass et al., 2001; Chang et al., 2003). También 
se han descrito efectos hepatoprotectores para las PGs en enfermedad 
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hepática experimental y en la clínica (Casado et al., 2001; Siendones et al., 
2004; Beraza et al., 2005). 
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3. ÓXIDO NÍTRICO 
 
El óxido nítrico (NO) es una molécula gaseosa de vida corta, que 
pasa fácilmente a través de las membranas celulares, pudiendo actuar sobre 
las células adyacentes. El NO es un importante mensajero intra e 
intercelular que desempeña variadas funciones en el organismo, desde la 
regulación del tono vascular hasta mensajero en SNC, participa en procesos 
de apoptosis... Esta variedad de acciones viene determinada por la 
concentración de NO producida y el proceso o sistema celular en el que 
participe. Además, el NO y sus generadores químicos pueden inhibir directa 
y reversiblemente la actividad de la óxido nítrico sintasa (NOS), enzima 
responsable de la síntesis de NO (Rengasamy y Johns, 1993).  
El NO es sintetizado a partir del aminoácido L-arginina por la 
enzima NOS (EC 1.14.13.39). La síntesis de NO a partir de L-arginina 
requiere oxígeno molecular y NADPH como cosustratos y FAD, FMN y 
BH4 como cofactores. Todas las isoformas de NOS catalizan la oxidación de 
cinco electrones del nitrógeno del grupo guanidinio de la L-arginina, 
resultando en la formación de NO y L-citrulina vía un intermediario N-
hidroxi-L-arginina.  
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Figura 7. Biosíntesis del NO. La L-arginina es convertida en NO en dos 
pasos sucesivos. El primero consiste en la oxidación de dos electrones de la          
L-arginina, dando lugar a la formación de Nw-hidroxi-L-arginina, generando 
posteriormente L-citrulina y óxido nítrico. La síntesis de NO a partir de L-arginina 
requiere oxígeno molecular y NADPH como cosustratos y FAD, FMN, BH4 como 
cofactores. 
 
 
El NO es el activador endógeno de la guanilato ciclasa soluble (GCs) 
en un amplio número de tejidos. La activación de este enzima y la 
producción de GMPc es el mecanismo de transducción de múltiples 
estímulos. 
Las óxido nítrico sintasas fueron identificadas en 1989 y sus 
diferentes isoformas se clonaron y purificaron entre 1991 y 1994. Estas 
isoformas siguen la siguiente nomenclatura: 
a) NOS-1 (tipo I, NOS-I, nNOS): fue la primera isoforma 
identificada y la predominante en tejido neuronal. Es una enzima de ~160 
kD, citosólica y dependiente de Calcio/Calmodulina (Ca/CaM) (Knowles et 
L-arginina N ω-hidroxi-L-arginina
L-citrulina
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al., 1989; Bredt et al., 1990; Bredt y Snyder, 1990), que se expresa 
constitutivamente en cerebro (Bredt et al., 1990), glándula adrenal (Palacios 
et al., 1989), plaquetas (Radomski et al., 1990) y pulmón (Mayer y Bohme, 
1989). Este enzima libera NO por cortos periodos de tiempo. Su diferencia 
de tamaño respecto a las otras dos isoformas de NOS radica en una región 
de 145 aa en el extremo N-terminal. En esta región se localiza el dominio 
PDZ que media interacciones proteína-proteína.  
b) NOS-2 (tipo II, NOS-II, iNOS): isoforma inducible en un amplio 
número de tejidos y células. Es una isoenzima de ~130 kD, citosólica e 
independiente de Ca/CaM. Es inducida por endotoxinas como LPS o 
citoquinas como IFN-γ , IL-1β o TNF- α (Stuehr y Marletta, 1985; 1987a y 
1987b). Inicialmente aislada en macrófagos murinos (Xie et al., 1992) esta 
enzima soluble y activa como dímero, es inducida en varios tipos celulares 
como hepatocitos (Curran et al., 1989), células de Kupffer (Billiar et al., 
1990), células de músculo liso vascular (Busse y Mulsch, 1990) y células 
mesangiales (Pfeilschifter et al., 1992). Esta isoenzima produce mayores 
cantidades de NO y durante un periodo mayor de tiempo que las isoformas 
constitutivas. 
c) NOS-3 (tipo III, NOS-III, eNOS): localizada por primera vez en 
células endoteliales vasculares, también se expresan constitutivamente en 
algunas neuronas y cardiomiocitos. El NO producido en el endotelio está 
implicado en vasodilatación, agregación plaquetaria, proliferación de células 
musculares lisas vasculares y otros mecanismos de homeostasis 
cardiovascular. Es una enzima dependiente de Ca/CaM y de ~140 kD. La 
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miristoilación y palmitoilación hace que NOS-3 se localice principalmente 
en la membrana plasmática. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Isoformas de NOS. Se han identificado tres diferentes isoformas 
distintas de NOS, producto de diferentes genes, con distinta regulación, 
propiedades catalíticas y sensibilidad a los inhibidores, y que presentan un 51-
57% de homología entre las isoformas humanas. 
 
 
Entre todas las isoformas de NOS existe un alto grado de 
conservación, sugiriendo la existencia de un único precursor común. Las 
NOS poseen dos dominios estructurales: un dominio oxigenasa N-terminal y 
un dominio reductasa C-terminal que se encuentran ligados por el sitio de 
unión a Ca/CaM que actúa como bisagra. En el dominio oxigenasa se 
encuentra el centro catalítico hemo (grupo hierro-protoporfirina IX) y los 
sitios de unión para tetrahidrobiopterina (BH4) y L-arginina. El extremo    
C-terminal presenta sitios de unión para FAD, FMN y NADPH (Richards y 
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Marletta, 1994; Ghosh et al., 1995; McMillan y Masters, 1995). La unión de 
calmodulina es indispensable para que la enzima sea activa, ya que alinea 
ambos dominios permitiendo la transferencia de electrones al centro 
catalítico. La activación de las NOS constitutivas precisa de un incremento 
en los niveles de calcio intracelular, lo que facilita la unión de la 
calmodulina. Sin embargo, NOS-2 se encuentra fuertemente unida a 
calmodulina, de modo que se activa sin necesidad de un aumento de la 
concentración de Ca2+ intracelular. Por este motivo, la NOS-2 una vez 
sintetizada se mantiene activa (Marletta, 1994) y produce grandes 
cantidades de NO, que constituyen un importante componente de la 
actividad antimicrobiana, antiparasitaria y antineoplásica de los macrófagos 
(Griffith y Stuehr, 1995). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Dominios estructurales de nNOS, eNOS e iNOS humanas. 
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3.1 Papel del óxido nítrico en daño hepático y regeneración  
Varios grupos han determinado la inducción de NOS-2 en el hígado 
remanente tras la PH en ratón, pero esta respuesta es cuantitativamente 
mucho menor que en los animales que sufren un shock séptico, en cuanto a 
la cantidad de NO liberada. La expresión de NOS-2 se encuentra controlada 
por varios factores de transcripción, incluyendo NF-κB y AP-1. La 
expresión de NOS-2 en hígado es transitoria y la enzima es activa 
detectándose síntesis de NO in vivo usando la técnica de EPR (resonancia 
magnética de electrón) (Obolenskaya et al., 1994a y 1994b). Esta 
producción de NO, causada por la expresión de NOS-2, parece ser liberada 
y consumida exclusivamente en el hígado. Además, la actividad NOS y los 
niveles de mRNA se han detectado exclusivamente en hígado, indicando 
que esto es un efecto local (Hortelano et al., 1995). La contribución relativa 
de cada tipo celular a la actividad total de NOS y síntesis de NO parece ser 
diferente. Las células de Kupffer, aunque menos abundantes, producen 
mucho más NO que los hepatocitos cuando se cultivan en condiciones 
similares. Sin embargo, ya que el NO es un gas que difunde fácilmente entre 
células, el origen de esta molécula no resulta crítico para ejercer su función 
en células vecinas.  
Tras la PH se observa una rápida liberación de TNF-α (Gallucci et 
al., 2000), que es seguida de la activación de NF-κB en el tejido remanente. 
La activación de NF-κB es un requerimiento esencial para la transcripción 
de NOS-2 (Diaz-Guerra et al., 1997). Los niveles de NOS-2 se controlan 
principalmente a nivel transcripcional (Diaz-Guerra et al., 1996) y dada la 
sincronía del proceso regenerativo tras la PH puede que la activación de 
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varios factores de transcripción participen en el aumento de la expresión de 
este gen. En el hígado remanente, la activación de NF-κB se inicia a los 
pocos minutos tras la PH. De acuerdo con estos datos, la activación rápida 
de NFκB sería suficiente para la transcripción de NOS-2. Aparentemente, 
sólo existe un pico de activación de NFκB y expresión de NOS-2, aunque la 
síntesis de NO se mantiene a tiempos superiores de 24h (Obolenskaya et al., 
1994a y 1994b). 
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Figura 10.  Vía de activación de NF-kB. Los complejos p50-p65 se 
traslocan del citosol al núcleo, tras la fosforilación y degradación de su inhibidor 
IkB-a. Su unión al DNA induce la expresión de diferentes genes, entre ellos NOS-2 
y COX-2. 
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nitrosilación a efectos sistémicos en el flujo sanguíneo (Clemens, 1999; 
Debonera et al., 2001). Asimismo, el NO interviene en los cambios en la 
síntesis proteica hepática (Hortelano et al., 1995) y en el control de la 
respiración mitocondrial. Usando aproximaciones farmacológicas y 
genéticas se ha analizado el papel del NO en la regeneración: la inhibición 
de NOS-2 con inhibidores selectivos resulta en un aumento del radical 
superóxido en el hígado y en un alteración de ploidía en el tejido remanente 
24h tras PH (Hortelano et al., 1995; Vos et al., 1997; Rosenfeld et al., 2000). 
Además, el NO es un importante regulador de la función de IκB-α, y así 
puede prevenir la activación de NF-κB una vez iniciada su síntesis (Diaz-
Guerra et al., 1997). Animales con disrupción del gen NOS-2 muestran 
alteraciones en la respuesta regenerativa (Rai et al., 1998). La misma 
alteración se observa en animales que carecen de TNFR-1 (Yamada et al., 
1998; Knight et al., 2000) o animales con una sobreexpresión de IκB-α 
(Rosenfeld et al., 2000). Sin embargo, animales con deficiencia en p50 
muestran un proceso regenerativo normal (DeAngelis et al., 2001). También 
se ha propuesto un papel para el NO en la readaptación vascular tras la PH, 
previniendo el colapso de flujo sanguíneo tras la resección del tejido y 
favoreciendo la permeabilidad general a través del órgano, así como 
induciendo el inicio de respuestas metabólicas específicas que se requieren 
para iniciar el proceso de recuperación de función hepática (Hickey et al., 
1997; Kumins et al., 1997; Hierholzer et al., 1998; Hollenberg et al., 1999; 
Hollenberg et al., 2000). 
La PH en ratones con una disrupción del gen NOS-2 provoca un 
incremento de apoptosis en hepatocitos y una disminución de la 
recuperación del tejido (Rai et al., 1998). Esto sugiere que el NO (producido 
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por NOS-2), protege a las células de la muerte mediada por citoquinas 
inflamatorias. Existe una constante evidencia de que el NO puede prevenir 
el daño mediado por TNF-α sobre hepatocitos en animales tratados con LPS 
y en hepatocitos en cultivo (Bohlinger et al., 1995a y 1995b; Kim et al., 
1997b). Así, es posible que la IL-6 proteja a los hepatocitos en el hígado 
regenerante de la acción de TNF-α, al menos en parte, debido la inducción 
de la expresión de NOS-2. 
El NO también participa en diferentes patologías hepáticas y en la 
regulación de los procesos apoptóticos en hígado. La apoptosis dependiente 
de NO se ha descrito en numerosos sistemas experimentales, así como bajo 
determinadas condiciones patológicas, tales como la esclerosis múltiple o la 
demencia asociada al SIDA (de Hemptinne et al., 1985; Thippeswamy y 
Morris, 1997; Albina y Reichner, 1998). El NO desempeña un doble papel 
en los procesos de apoptosis, dependiendo de la concentración local, la 
naturaleza de la célula diana y la presencia de otras moléculas reactivas, 
tales como el anión superóxido, que genera peroxinitrito. Así, la exposición 
a moderadas o altas concentraciones de NO o a agentes que inducen la 
expresión de NOS-2 provocan apoptosis en macrófagos, condriocitos, 
células β pancreáticas, fibroblastos, neuronas, células gliales o hepatocitos 
en distintos estados de diferenciación (fetal y adulto) (Nomura et al., 1996; 
Brune et al., 1997; De Groot et al., 1997). Sin embargo, otras células tales 
como las células endoteliales de la microvasculatura son extremadamente 
resistentes a la inducción de apoptosis por NO (Lopez-Collazo et al., 1997). 
El NO también ha mostrado ser un hepatoprotector en diferentes modelos 
experimentales (Bohlinger et al., 1995a y 1995b; Martin-Sanz et al., 1996; 
Kim et al., 1997a y 1997b). Bajas concentraciones de NO protegen frente a 
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la apoptosis inducida por estímulos apoptogénicos a través de la inhibición 
de determinadas caspasas (principalmente caspasa 3 y también caspasa 8) 
por procesos de S-nitrosilación (Kim et al., 2000). En hepatocitos el 
tratamiento con dosis moderadas de NO, puede inhibir la apoptosis inducida 
por la deprivación de suero, la apoptosis inducida por Fas o TNF-α de la 
misma manera que lo hacen los inhibidores de caspasas (Kim et al., 1997b). 
Además, donadores de NO fueron efectivos hepatoprotectores contra la 
apoptosis causada por el tratamiento in vivo con TNF-α en animales 
sensibilizados con D-galactosamina (Kim et al., 1997b). En estas 
situaciones, el mecanismo protector parece ser la inhibición de la caspasa 3 
por S-nitrosilación. Asimismo, la expresión de un transgén inducible de 
NOS-2 también protegió a los animales de un daño hepático inflamatorio 
(Mojena et al., 2001). 
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Figura 11. Efecto del NO en diferentes patologías hepáticas. *En estas 
situaciones, la influencia del NO y la isoforma NOS responsable puede variar en 
función de las condiciones experimentales. 
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4. PROSTAGLANDINAS 
 
Las prostaglandinas (PGs) son ácidos grasos poliinsaturados 
biológicamente activos, derivados del ácido araquidónico, y que están 
presentes en la mayoría de tejidos. Entre las diversas acciones de las 
prostaglandinas destacan la regulación del tono vascular, la agregación 
plaquetaria, su participación en procesos de ovulación, remodelación ósea, 
procesos febriles, de dolor y otros mecanismos fisiológicos de defensa, 
incluyendo respuesta inflamatoria e inmune. La estructura de las PGs deriva 
químicamente del ácido prostanoico, que posee 20 átomos de carbono y un 
anillo pentagonal.  
La biosíntesis de PGs está regulada por dos pasos metabólicos 
sucesivos: a) liberación del ácido araquidónico (AA), ácido graso insaturado 
que contiene cuatro dobles enlaces (ácido 5,8,11,14-eicosatetraenoico) 
distribuido en la bicapa lipídica de la célula y normalmente esterificado con 
fosfolípidos y b) su conversión a prostanoides.  
Las fosfolipasas son las enzimas que catalizan el primero de estos 
pasos. En concreto, las dos principales vías de liberación del AA son la 
fosfolipasa A2 y la fosfolipasa C (Dennis et al., 1991). La fosfolipasa A2, 
tras ser activada por una serie de estímulos que generan un aumento del 
calcio intracelular, cataliza la desacilación del AA desde la segunda 
posición de ciertos fosfolípidos de membrana como, por ejemplo, la 
fosfatidilcolina. El AA también puede ser liberado a partir de una vía 
alternativa, en la que la fosfolipasa C cataliza la formación de diacilglicerol 
e inositol trisfosfato a partir del fosfatidilinositol; la diacilglicerol lipasa 
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cataliza posteriormente la liberación del AA a partir del diacilglicerol. Tras 
ser liberado de la membrana celular, el AA queda expuesto a la acción de 
las enzimas epoxigenasa P-450, lipooxigenasa y ciclooxigenasa. Estas vías 
constituyen las tres principales secuencias metabólicas relacionadas con el 
AA. Además, el AA puede convertirse en isoprostanos de manera no 
enzimática mediante peroxidación por radicales libres. 
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Figura 12. Reacción catalizada por la COX. La formación de PGH2 
transcurre en dos etapas, en la primera se forma el intermedio bicíclico PGG2. En 
la segunda etapa la peroxidación resulta en la reducción de PGG2 a PGH2. A 
partir de PGH2, y debido a la actividad de enzimas específicos de tejido, se 
forman las distintas PGs y TX. 
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La prostaglandina H sintasa (PGHS; EC 1.14.99.1), también 
denominada ciclooxigenasa (COX), cataliza el paso limitante de la síntesis 
de prostaglandinas y tromboxanos mediante la conversión del ácido 
araquidónico en prostaglandina H2  (Williams y DuBois, 1996). COX es 
una enzima es bifuncional, con una actividad ácido graso ciclooxigenasa 
(catalizando la conversión de ácido araquidónico a PGG2) y una actividad 
prostaglandina hidroperoxidasa (catalizando la conversión de PGG2 a 
PGH2). Finalmente, los productos biológicamente activos como PGE2, 
PGF2α y PGD2, prostaciclina y tromboxanos son sintetizados por sintasas e 
isomerasas específicas de tejido.  
Los prostanoides salen de la célula por transporte mediado por 
transportadores específicos y se unen a receptores de prostanoides 
acoplados a proteínas G (Negishi et al., 1995). Se han descrito 9 receptores 
de PGs y variantes por procesamiento alternativo, todos pertenecientes a la 
superfamilia de proteínas con siete segmentos transmembrana (Funk, 
2001). Además, las PGs pueden controlar la transcripción génica a través 
de la activación de los receptores nucleares PPARs (Forman et al., 1996). 
Existen dos isoformas de COX (Fu et al., 1990; Xie et al., 1991). Los 
genes para COX-1 y COX-2 se localizan en los cromosomas humanos 9 y 1, 
respectivamente (Funk et al., 1991; Tay et al., 1994). COX-1 y COX-2 son 
homodímeros que contienen cuatro hélices anfipáticas (Smith y DeWitt, 
1996), pero carecen del característico dominio transmembrana. Mediante 
técnicas inmunocitoquímicas, COX-1 y COX-2 se han localizado en la 
membrana del retículo endoplásmico y en la nuclear, aunque COX-2, 
predomina en la envuelta nuclear (Morita et al., 1995). Las isoenzimas COX 
Introducción.- 47 
 
comparten un 61% de identidad en su secuencia aminoacídica. La estructura 
de las proteínas COX consta de tres dominios distintos: un dominio N-
terminal de homología con EGF, un dominio de unión a la membrana y un 
domino C-terminal catalítico que contiene los sitios de actividad 
ciclooxigenasa y peroxidasa. 
La isoforma constitutiva, COX-1, está presente prácticamente en 
todos los tejidos del organismo. Es la isoforma predominante en endotelio 
vascular, mucosa gástrica, plaquetas y tejido renal y media respuestas 
fisiológicas (citoprotección del estómago, agregación plaquetaria...) 
promoviendo la producción de PGs básicamente protectoras.  
La isoforma inducible, COX-2, no se detecta en la mayoría de los 
tejidos en condiciones fisiológicas. Sin embargo, una gran variedad de 
factores proinflamatorios y citoquinas (LPS, IL-1, TNF-α, IFN-γ y TPA), 
factores de crecimiento (EGF, PDGF y FGF), hormonas (FSH y LH), 
especies reactivas de oxígeno y oncogenes (v-Src y v-Ras), entre otros, 
pueden inducir su expresión en diversos tipos celulares (DuBois et al., 1994; 
Su y Karin, 1996; Herschman, 1999; Smith et al., 2000).  
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Figura 13. Representación de las isoformas COX-1 y COX-2 humanas. Las 
secuencias aminoacídicas  de la COX-1 y COX-2 presentan un 60% de identidad. 
El péptido señal de COX-2 (17 aa) es más corto que el de COX-1 (24 aa).  
Próximo al extremo C-terminal, COX-2 posee un inserto de 18 aa que no está 
presente en COX-1 y que contiene un sitio adicional de N-glicosilación. 
 
 
COX-2 es la isoforma responsable de la biosíntesis de prostanoides 
implicados en procesos patológicos, como procesos inflamatorios agudos y 
crónicos. Asimismo, los prostanoides generados por COX-2 pueden 
estimular a su vez la expresión de esta enzima, estableciéndose un proceso 
de retroalimentación positiva (PGF2α, PGI2 y PGE2) (Su y Karin, 1996) o 
negativa (PGs ciclopentenonas). El producto mayoritario de COX-2, PGE2, 
puede aumentar la expresión de COX-2 debido al aumento de cAMP en 
diversos tipos celulares como monocitos humanos de sangre periférica 
(Hinz et al., 2000) y queratinocitos murinos (Maldve et al., 2000). Por el 
contrario, la prostaglandina ciclopentenona, 15-deoxi-∆12,14-prostaglandina 
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J2, inhibe la inducción de COX-2 por LPS a través de la inhibición de IκB-
quinasa y de la fosforilación de IκB (Castrillo et al., 2000; Straus et al., 
2000; Willoughby et al., 2000). 
Mientras que COX-1 es un gen constitutivo cuyo promotor carece de 
caja TATA (Kraemer et al., 1992), el promotor del gen de la COX-2 
contiene caja TATA y sitios de unión para diversos factores de transcripción 
que incluyen a NFκB, NF-IL6 y CRE (Appleby et al., 1994). Sin embargo, 
parece que COX-1 podría ser inducible en varios tipos celulares como 
endotelio en respuesta a estrés, VEGF y trombina (Bryant et al., 1998; 
Okahara et al., 1998). 
Los animales que carecen de COX-1 presentan una agregación 
plaquetaria disminuida, pero sin patologías gástricas (Langenbach et al., 
1995). Los animales que carecen de COX-2 tienen defectos en la 
reproducción y en la función renal (Morham et al., 1995). Los ratones 
deficientes en ambas isoformas son inviables debido al fallo del cierre del 
ductus arteriosus tras el nacimiento (Loftin et al., 2002). 
Aunque en principio se estableció la posibilidad de que COX-1 y 
COX-2 utilizasen diferentes reservas de AA porque usaban también 
diferentes PLs, estudios más recientes muestran que la producción de PGs 
por COX-2 puede implicar cualquiera de las PLAs identificadas. Así, la 
producción de PGs vía COX-2 no está controlada por un acoplamiento 
específico entre PLs y COXs (Murakami et al., 1999). 
Existen tres grandes grupos de inhibidores de COX: aspirina, 
indometacina y otros NSAIDs (antiinflamatorios no esteroideos) e 
inhibidores selectivos de COX-2 o coxibs (FitzGerald y Patrono, 2001). 
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La diferencia en un único aminoácido en posición 523 (isoleucina en 
COX-1, valina en COX-2) han demostrado ser críticos en la selectividad de 
varios compuestos para COX-2. Así la valina, más pequeña, deja acceso al 
bolsillo lateral de COX-2 que ha sido propuesto como sitio de unión para los 
inhibidores selectivos de COX-2. En consecuencia, el sitio de unión total es 
aproximadamente un 17% mayor en COX-2 (Luong et al., 1996) y esto le 
permite unir inhibidores voluminosos más fácilmente que la isoforma  
COX-1 (Kurumbail et al., 1996). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Estructura química de varios inhibidores selectivos de COX-2.  
Celecoxib                         Rofecoxib                     APHS
Valdecoxib                              Parecoxib               Eritrocoxib
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4.1 Papel de las prostaglandinas en daño y regeneración hepática  
COX-1 y COX-2 se expresan constitutivamente en células esteladas 
(Gallois et al., 1998) y la inducción de COX-2 en células de Kupffer se 
produce por estímulos como la hiperosmolaridad (Zhang et al., 1995), 
alcohol (Nanji et al., 1997), citoquinas proinflamatorias y LPS ( Shimohashi 
et al., 2000; Kiemer et al., 2003), in vivo e in vitro.  
Por el contrario, la contribución de los hepatocitos a la expresión de 
COX-2 es más controvertida. Los hepatocitos responden in vivo e in vitro a 
la mayoría de estímulos que regulan positivamente la expresión de COX-2 
en otros tipos celulares incluyendo a LPS, TNF-α y IL-1β (Herschman et 
al., 1995; Zhang et al., 1995). Sin embargo, los hepatocitos adultos no 
expresan COX-2 en condiciones de reposo, y sólo lo hacen en respuesta a 
intoxicación, infección viral o daño hepático agudo (Fernandez-Martinez et 
al., 2004), durante el proceso regenerativo post-PH (Casado et al., 2001) o 
en carcinoma hepatocelular (Gasparini et al., 2003); procesos todos ellos 
estrechamente relacionados con la remodelación de la matriz extracelular. 
Aunque los hepatocitos adultos no expresan COX-2 tras estímulos 
inflamatorios, la administración exógena de PGE2, estimula la proliferación 
de los hepatocitos a través del receptor EP1, que aumenta la secreción de 
TGF-α, que actúa como mitógeno en los hepatocitos (Kimura et al., 2001). 
Los hepatocitos fetales, que poseen un fenotipo diferente al de los adultos, sí 
son capaces de expresar COX-2 tras estímulos como LPS y citoquinas 
proinflamatorias (Martin-Sanz et al., 1998) y las PGs liberadas por COX-2 
promueven la liberación de metaloproteasas de matriz 2 y 9, que están 
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implicadas en la señalización por diferentes vías: PKA, p38 MAPK, PI3K y 
activación de NFκB (Callejas et al., 2001). 
Respecto al mecanismo por el cual el hígado adulto no expresa 
COX-2 tras diferentes estímulos, se ha mostrado que la sobreexpresión de 
C/EBPα en células AT3F y la expresión de altos niveles de C/EBPα en 
hígado adulto impiden la actividad del promotor de COX-2 (Callejas et al., 
2000). Los hepatocitos fetales sí expresan COX-2 tras estímulos ya que 
poseen niveles más bajos de C/EBPα. Tras la PH se produce una 
disminución de los niveles de C/EBPα, los niveles plasmáticos de PGE2 
aumentan y COX-2 se encuentra inducida tras la operación. La expresión de 
COX-2 en el hígado regenerante va paralela a la disminución de los niveles 
de C/EBP-α y al aumento de C/EBP-β y δ (Casado et al., 2001). 
La expresión de COX-2 influye en el patrón de moléculas que se 
expresan durante el inicio del ciclo celular. La administración de inhibidores 
de COX-2 en animales indujo un menor aumento de los niveles de PCNA, 
ciclinas D1 y E tras la PH (Casado et al., 2001; Rudnick et al., 2001). Los 
ratones deficientes en COX-2 muestran un retardo en la proliferación celular 
tras la operación (Casado et al., 2001). El análisis de proteínas implicadas en 
las primeras etapas del proceso regenerativo muestra que la señalización 
mediada por las prostaglandinas producidas por COX-2 son importantes 
durante el proceso de regeneración hepática y que existe una interacción 
positiva entre las PGs sintetizadas por COX-2 y la progresión del ciclo 
celular. 
La administración de PGE1 parece mediar protección en disfunción 
hepática clínica y experimental (Siendones et al., 2004). La importante 
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inducción de COX-2 en la regeneración hepática tras la PH también parece 
estar relacionada con la inducción de dos hepatoprotectores, cardiotrofina 1 
(CT-1) y VEGF, que se inducen tras la PH (Beraza et al., 2005). 
Por tanto, la mayoría de estudios indican que la expresión de COX-2 
en hígado se encuentra limitada a aquellas situaciones en las que se produce 
una desdiferenciación del tejido o un proceso de proliferación, sugiriendo un 
importante papel para las PGs en el inicio de las enfermedades hepáticas. 
La relevancia de COX-2 en diversas patologías hepáticas también se 
ha puesto de manifiesto en infección por virus de la hepatitis B (Lara-Pezzi 
et al., 2002, Cheng et al., 2002) y C (Kondo et al., 1999), así como en 
carcinoma hepatocelular (HCC) (Rahman et al., 2001). Estudios recientes 
sugieren que la expresión de COX-2 puede ser un marcador pronóstico en 
HCC (Qin y Tang, 2002). El análisis del papel de COX-2 en HCC y el uso 
de los inhibidores selectivos de COX-2 ha sido revisado recientemente en 
(Hu, 2002;  Koga, 2003). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Objetivos 
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Los objetivos propuestos en el desarrollo de esta Tesis Doctoral 
fueron los siguientes:  
 
• Determinar el papel del NO y de las PGs, sintetizadas por NOS-2 
y COX-2 respectivamente, en la regeneración hepática en un modelo de PH 
y la posible señalización común mediada por NO y las PGs en este proceso 
regenerativo. 
• Determinar el efecto sobre la regeneración hepática de la síntesis 
y liberación de NO en hígado previamente a la PH mediante diferentes 
abordajes experimentales: 
Uso de animales transgénicos que sobreexpresan NOS-2 en 
hígado tras el ayuno. 
Uso de la transfección hidrodinámica para expresar NOS-2 
selectivamente en hígado.  
• Determinar la relevancia del NO en la protección frente a la 
apoptosis en hígado. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Materiales y métodos
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1. REACTIVOS 
Los reactivos de electroforesis fueron suministrados por Bio-Rad 
(Hercules, CA). Las membranas de PVDF empleadas en Western Blot 
fueron suministradas por Amersham. Los anticuerpos fueron de Santa Cruz 
Biotech (Santa Cruz, CA), excepto los anticuerpos de β-actina y los 
anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa que fueron de Sigma. El 
anticuerpo monoclonal Jo2 fue de BD (Pharmingen; San Diego, CA). 
Los inhibidores selectivos de NOS-2, 1400W y L–NIL, fueron 
suministrados por Cayman. El donador de NO, DETA-NO, fue de Alexis. El 
inhibidor selectivo de COX-2, DFU, fue cedido por Merck.  
Los niveles de TNF-α, IL-6 y PGE2 en plasma se midieron usando 
reactivos comerciales de “Biotrak” de Amersham (Bucks, UK). Los 
reactivos para determinar la incorporación de BrdU y los reactivos para la 
determinación de TUNEL empleados en la detección apoptosis fueron 
suministrados por Roche. 
Los reactivos de PCR fueron de InvitrogenTM (Life technologies) y 
los oligos para el tipaje de los animales por PCR fueron de Isogen. 
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2. MÉTODOS  
2.1. Caracterización de los ratones. 
Los ratones NOS-2 KO (B6.129P2-Nos2tm1Lau) y la línea control 
(Wt; C57BL/6J000664) fueron suministrados por  The Jackson Laboratories 
(Bar Harbor, ME).  
Los animales se tiparon por PCR utilizando DNA extraído de la cola, 
siguiendo las instrucciones específicas de Jackson Laboratories. Los 
oligonucleótidos utilizados para el tipaje por PCR de los ratones NOS-2 KO 
fueron los siguientes: IMR1216 (5’- ACA TGC AGA ATG AGT ACC GG-
3’), que junto con el oligo IMR1217 (5’-TCA ACA TCT CCT GGT GGA 
AC-3’) amplifica un fragmento de 108pb del alelo normal (Wt) y con el 
oligo IMR1218 (5’- AAT ATG CGA AGT GGA CCT CG-3’) amplifica un 
fragmento de 270pb del alelo de los animales KO.  
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Figura A. Tipaje de los ratones NOS-2 KO. Los animales fueron tipados 
por PCR de DNA de la cola, utilizando cebadores específicos recomendados por 
The Jackson Laboratories. Los fragmentos amplificados por PCR fueron resueltos 
en un gel de agarosa al 1.5%. 
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Los ratones transgénicos PEPCK-NOS-2 expresan un gen quimera 
que contiene el fragmento XbaI-BglII del promotor de la PEPCK de rata 
(nucleótidos -450 to +73) ligados a la secuencia 5’-inicial del gen de la 
insulina humana donde el sitio de inicio de la transcripción fue delecionado 
(fragmento BglI-NcoI). A esta secuencia, se unió la secuencia codificante 
completa del cDNA murino de NOS-2 (3.93 kb) y el extremo final 3’ del 
gen de la insulina (fragmento NcoI-HindIII) y esta construcción fue clonada 
en un plásmido pTZ18R (USB), y posteriormente el fragmento de KpnI-
HindIII, que contenía el gen fue microinyectada en óvulos fertilizados de 
ratones C57BL6/SJL (Mojena et al., 2001). 
La presencia del transgén fue confirmada por PCR de la cola de 
ratón, usando cebadores específicos de la secuencia del transgén: 
 sentido: 5’-AACTGCAAGAGAACGGAGAA-3’    
antisentido: 5’-GTCCTAGGTCACCAGGTTG-3’ 
Esta construcción clonada en el plásmido pTZ18R (USB) fue 
transfectada en células AT3F para comprobar la funcionalidad de la misma, 
su capacidad para expresar NOS-2 y producir NO.  
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Figura B. Caracterización de los ratones transgénicos PEPCK-NOS-2 y 
funcionalidad de la construcción PEPCK-NOS-2. Los animales fueron tipados por 
PCR  de  DNA de la cola , utilizando cebadores  específicos  de  la  construcción  
del transgén (A). La capacidad del transgén para expresar una enzima NOS-2 
funcional  se  determinó  midiendo  los  niveles  de  nitratos  y  nitritos  (NOx)  en 
el  medio  de  cultivo  de  células  AT3F  transfectadas con la construcción 
PEPCK-NOS-2, y estimuladas durante 24h con 50mM de dibutiril-AMP cíclico 
para favorecer la activación del promotor PEPCK. El resultado muestra la media 
de cuatro determinaciones. *P<0.001 vs. la condición control (B).  
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Extracción de DNA de cola de ratón 
Un trozo de la cola de ratón se incubó con 700 µl de tampón de lisis 
(Tris-HCl 50mM, EDTA 100 mM, NaCl 100mM, SDS 1% y proteinasa K 
0.4 mg/ml) a 55ºC toda la noche. A la mañana siguiente se añadió RNAsa 
(0.125 mg/ml) y se incubó durante 2h a 37ºC. Tras añadir 700 µl de 
fenol/cloroformo/isoamílico (25:24:1) y agitar durante 10min se centrifugó 
15min a 13000rpm. El sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo y se 
añadieron 700 µl de isopropanol para precipitar el DNA. El precipitado se 
recogió por centrifugación y se lavó con etanol 70%. Tras una nueva 
centrifugación el precipitado final se resuspendió en agua y se valoró en 
espectrofotómetro a 260nm/280nm. El DNA se mantuvo a –20ºC.  
PCR 
El tipado de los animales por PCR se realizó usando los cebadores 
específicos y reactivos de PCR de InvitrogenTM (Life technologies). La 
reacción se desarrolló en un termociclador eppendorfR en condiciones 
óptimas para cada caso. Los productos de amplificación se resolvieron 
posteriormente en un gel de agarosa al 1 o 1,5% y se visualizaron en un 
transiluminador UVA. 
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2.2. Mantenimiento de los animales y operaciones de 
hepatectomía parcial. 
Los animales se alimentaron ad libitum con una dieta estándar 
(Panlab, Barcelona) y se mantuvieron con un ciclo de luz-oscuridad de 12 
horas (con encendido de la luz a las 08:00 a.m). El ayuno de los animales 
transgénicos, para conseguir la expresión de NOS-2, y de sus controles se 
inició 18h antes del experimento. 
Los animales fueron anestesiados con éter o con Ketamina / Xilacina 
(92/7 mg/Kg) intraperitoneal (i.p.) y sometidos a laparotomía con la 
eliminación del 70% del hígado. Las operaciones de hepatectomía parcial 
(PH), según el método descrito (Higgins y Anderson R.M., 1931) se 
realizaron entre las 08:00 y las 10:00 a.m, usando machos de 6-12 semanas 
de vida, con un peso comprendido entre 18-25 g (para los experimentos de 
transfección hidrodinámica in vivo, los animales no superaron los 20g de 
peso). Aquellos que mostraban letargia y falta de recuperación varias horas 
tras la anestesia y la operación fueron sacrificados y eliminados del 
experimento. Los animales fueron sacrificados con CO2 a los tiempos 
indicados y los tejidos fueron inmediatamente congelados en N2 líquido o en 
compuesto OCTTM (Tissue Tek) para su análisis posterior. La  sangre se 
obtuvo de la vena de la cola. 
El inhibidor de COX-2, DFU (1 mg/kg), los inhibidores de NOS-2 
L-NIL (20 mg/kg) y 1400W (20 mg/kg), el inhibidor de caspasas, z-VAD 
(10 mg/kg), y el donador de NO, DETA-NO (15 mg/kg), se inyectaron (i.p.) 
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en solución salina 1h antes de la PH y a los tiempos indicados en los 
gráficos correspondientes en los resultados. 
 
2.3. Preparación de plásmidos y transfecciones en células. 
Transformación de bacterias competentes. 
Para la preparación de plásmidos se utilizaron bacterias Subcloning 
EfficiencyTM DH5αTM Chemically Competent E.coli (InvitrogenTM Life 
technologies). Las bacterias se descongelaron en hielo y se tomó una 
alícuota de 100µl en tubo de microcentrífuga para cada transformación. 
Directamente se añadieron 10ng de DNA plasmídico a las bacterias y se 
mezclaron con agitación suave sin pipetear. Tras incubación en hielo 
durante 30 min se sometieron a un choque térmico en un baño a 37ºC 
durante 1min. Inmediatamente los tubos se pusieron de nuevo en hielo 
durante 5min y tras este tiempo se añadió 1ml de medio 2xYT (Triptona 
16g/l, NaCl 5g/l y extracto de levadura 10g/l) sin antibiótico y se mezcló 
suavemente. Los tubos se incubaron en un baño a 37ºC durante 1h. De cada 
tubo de transformación se tomaron 300µl y se sembraron en una placa de 
2xYT-agar con antibiótico (ampicilina). Las placas se incubaron durante 
toda la noche a 37ºC. 
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Crecimiento de bacterias transformadas y purificación de 
plásmidos mediante centrifugación en gradiente de cloruro de cesio. 
A la mañana siguiente se seleccionó una colonia y se inoculó con 
ella un tubo de 5ml de 2xYT con antibiótico (100µg /ml ampicilina) y se 
dejó crecer en agitación en un incubador de bacterias a 37ºC. Por la tarde, el 
contenido total de este preinóculo se transfirió a un matraz con 250ml de 
2xYT-ampicilina y se incubó en agitación durante toda la noche a 37ºC. Las 
bacterias se centrifugaron posteriormente durante 5min. a 5000rpm y el 
precipitado se resuspendió en 6ml de solución I (glucosa 50mM, Tris 25mM 
pH 8.0, EDTA 10mM) y se transfirió a tubos de polipropileno de 50ml. 
Posteriormente, se añadieron 12ml de solución II preparada de forma 
extemporánea (NaOH 0.2N, SDS 1%) y se agitó inmediatamente con fuerza 
para lograr la lisis total de las bacterias. A este lisado se añadieron 9ml de 
solución III (KOAc 5M, ácido acético glacial 11.5% v/v) y se mezcló 
suavemente hasta aparición de un precipitado de aspecto lechoso. Se 
centrifugaron los tubos 5 min a 3000 rpm y el sobrenadante (DNA 
plasmídico, proteínas y RNA) se transfirió a un nuevo tubo. Las proteínas se 
eliminaron añadiendo 10ml de fenol/cloroformo/alcohol isoamílico 
(25:24:1). Tras agitación vigorosa, se centrifugaron las muestras de nuevo a 
3000 rpm durante 5 min. El sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo y se 
precipitaron los ácidos nucleicos con etanol 100% completando hasta 50ml. 
Tras dejarlo durante 20min a temperatura ambiente, se recogió el 
precipitado por centrifugación a 3000rpm durante 20min. Tras retirar 
completamente el etanol, el precipitado se resuspendió en 4ml de TE (Tris 
10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0). 
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Los gradientes de cloruro de cesio se prepararon añadiendo 4.7g 
CsCl2 y bromuro de etidio (0.75 mg/ml final) al precipitado anterior 
reconstituido en TE. Los gradientes se centrifugaron en tubos Optiseal de 
Beckman con el rotor de ultracentrífuga vTi80 a 65000 rpm durante 18h. La 
banda de DNA se extrajo de la columna con una jeringa y se transfirió a un 
tubo de 15ml. El bromuro de etidio se eliminó totalmente mediante 
sucesivos lavados con n-butanol saturado. El volumen final se completó 
hasta 3ml con TE y se precipitó el DNA con 300µl de NaOAc 3M y 8 ml de 
etanol absoluto. Tras dejarlo precipitar durante 20min a temperatura 
ambiente se centrifugó 20 min a 3000 rpm. El precipitado se lavó con etanol 
al 70% frío, y tras una nueva centrifugación se resuspendió en 500µl TE. La 
concentración del plásmido se midió en espectrofotómetro a 260nm/280nm. 
Transfecciones en células 
Para la transfección de estos plásmidos en células AT3F se utilizó 
Lipofectamina 2000 (InvitrogenTM Life technologies), siguiendo las 
instrucciones del proveedor. Las células se sembraron en placas de 24 
pocillos y al día siguiente, se transfectaron con 1 µg de DNA/pocillo. En 
tubos eppendorf se prepararon por separado 50µl de medio sin antibióticos 
ni suero + 2µl de lipofectamina y 50µl de medio sin antibióticos ni suero + 
1µg del plásmido. Se agitaron con fuerza en agitador y posteriormente se 
añadió la lipofectamina sobre el plásmido. Se agitó con fuerza, se centrífugo 
brevemente y se dejó reposar durante 15 min. para favorecer la formación 
de los complejos de DNA con los liposomas. Pasado este tiempo se 
añadieron 100µl de complejos de transfección a cada pocillo y se dejó toda 
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la noche. A la mañana siguiente, se comprobó la eficiencia de la 
transfección mediante la fluorescencia de la GFP (construcciones GFP y 
GFP-NOS-2) o se estimularon las células con d-bt-AMP cíclico y se evaluó 
en todos los casos la producción de nitritos por el método de Griess 
(Hortelano et al., 1999). 
 
2.4. Transfección hidrodinámica en ratón 
Los plásmidos codificantes para GFP y la proteína de fusión GFP-
NOS2 (Navarro-Lerida et al., 2004) (3 µg DNA / g peso) se inyectaron en la 
vena de la cola en un volumen final de 1.7-2 ml de suero salino fisiológico 
estéril. De acuerdo con el procedimiento de la transfección hidrodinámica 
(Liu et al., 1999), el transgén se expresó principalmente en el hígado, 
existiendo un pico de expresión máxima a las 24h tras la inyección. Tras 24 
h, los animales se sometieron a PH o se les inyectó el anticuerpo 
monoclonal Jo2 (0.15-0.30 µg/g peso) frente al receptor Fas.  
Los animales fueron sacrificados con CO2 y los tejidos fueron 
inmediatamente congelados en N2 líquido o en compuesto OCTTM (Tissue 
Tek) para su análisis posterior. La sangre heparinizada se centrífugo y el 
plasma se congeló a –20ºC. 
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2.5. Preparación de extractos nucleares y citosólicos 
Muestras de hígado remanente (50-100 mg) se homogeneizaron en 
tampón A frío (Hepes 10 mM pH 7.9, KCl 10 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 
mM) al que se añadió extemporáneamente una combinación de inhibidores 
de proteasas de Sigma (AEBSF 104Mm, aprotinina 80µM, leupeptina 
2mM, bestatina 4mM, pepstatina A 1.5 mM, E-64 1.4 mM) y 0.5% Nonidet 
P-40. Tras la incubación en hielo durante 15 min se agitó vigorosamente en 
agitador durante 10s. El homogeneizado se centrífugo durante 30s y el 
sobrenadante (extracto citosólico) se fraccionó y congeló a -80ºC. El 
precipitado nuclear se resuspendió en 100 µl de tampón C frío (Hepes 20 
mM pH 7.9, NaCl 0.4 M, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, glicerol 20%), al que 
se añadieron los inhibidores mencionados anteriormente. El tubo se agitó a 
4ºC durante 30min, se centrifugó y el sobrenadante (extracto nuclear) se 
congeló a -80ºC. Para extractos totales se homogeneizó el tejido en tampón 
A con 0.5% CHAPS y 1% Nonidet P-40. 
 
2.6. Determinación de proteínas. 
La determinación de proteínas se realizó según el método descrito 
por Bradford (Bradford, 1975), usando albúmina de suero bovino como 
patrón. Los cambios de absorbancia a 595 nm son directamente 
proporcionales a la concentración de proteína presente en la muestra. 
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2.7. Análisis de proteínas por Western Blot 
Electroforesis y transferencia 
Las proteínas se fraccionaron electroforéticamente en un gel SDS-
poliacrilamida al 10% (acrilamida/bisacrilamida, 29:1), en condiciones 
desnaturalizantes según el método descrito por Laemmli (1970). Los 
extractos de proteínas se calentaron a 95ºC durante 10 min. en el tampón de 
muestras Laemmli (Tris-HCl 60 mM pH 6.8, SDS 2%, glicerol 10%, β-
mercaptoetanol 3% y azul de bromofenol 0.005%) y cantidades iguales de 
proteína de cada muestra se cargaron en los geles. Tras la electroforesis, las 
proteínas se transfirieron a membranas HybondTM-PVDF (Amersham). 
Inmunodetección 
Con el fin de saturar los sitios de unión inespecífica, las membranas 
se mantuvieron durante 2h en una solución de leche desnatada en polvo al 
5% en TBS (Tris 10 mM pH 7.5 y NaCl 0.1 M). Transcurrido este tiempo, 
las membranas se incubaron con los anticuerpos específicos, durante toda la 
noche a 4ºC. Tras la incubación, las membranas se lavaron con TTBS (TBS 
y Tween-20 0.1%) y se incubaron durante 1h a temperatura ambiente con un 
segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa (α-POD). Las membranas se 
revelaron mediante ECL (Amersham). Las membranas se expusieron a 
películas autorradiográficas (Hyperfilm-MP, Amersham). La cuantificación 
de la intensidad de las bandas se realizó por densitometría. 
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2.8. Ensayo de retardo en gel, EMSA (electrophoretic mobility 
shift assay) 
Este ensayo permite analizar la existencia de proteínas nucleares 
que se unen a una determinada secuencia específica de DNA. Las proteínas 
unidas específicamente a un fragmento de DNA marcado retardan la 
movilidad del fragmento durante su electroforesis en un gel de 
poliacrilamida no desnaturalizante. 
El oligonucleótido correspondiente al motivo κB proximal del 
promotor murino de NOS-2 (Xie et al., 1993; Geng et al., 1995) [5'-gatc 
CCAACTGGGGACTCTCCCTTTGGGAACA-3' (50 ng)], se hibridó con 
su secuencia complementaria por incubación en tampón M (de enzimas de 
restricción) durante 5 min a 90ºC y posterior enfriamiento lento. 100 ng de 
estos oligonucleótidos hibridados se marcaron en los extremos 3' con el 
fragmento Klenow de la DNA polimerasa I en presencia de 50 µCi de [α-
32P]dCTP y los restantes dNTPs no marcados en un volumen final de 50 µl. 
Tras una incubación de 15 min a temperatura ambiente, la sonda marcada se 
purificó por precipitación en etanol y extracción de la sonda con 
fenol/cloroformo (1:1), eliminando los nucleótidos no incorporados. La 
actividad de la sonda se contó en un contador beta con líquido de centelleo. 
 Ensayo de unión al DNA 
La reacción de unión proteína-DNA se llevó a cabo incubando, 
durante 15 min. a 4ºC, 5 µg de proteína de extracto nuclear en presencia de 
5 x 104 cpm de la sonda  de  DNA y 1 µg de poly (dI·dC) en tampón de 
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unión (10% glicerol, 0.2 mM EDTA, 0.1 M NaCl, 10 mM MgCl2, 2 mM 
DTT y 40mM Hepes, pH 8) en un volumen final de 20 µl. 
Los complejos proteína-DNA se separaron de la sonda libre 
mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 
6% (acrilamida/bisacrilamida de 38:2), en tampón TBE 0.5x (Tris-borato 
4.5 mM, EDTA 0.1 mM pH 8). El gel se fijó con una mezcla de ácido 
acético 10% y metanol 10%  durante 15 min y se secó sobre papel 
Whatman 3MM en un secador de geles de Bio-Rad a vacío a 80ºC durante 
1h. El gel seco se expuso a una película Hyperfilm (Amersham) 
cuantificándose las señales por densitometría.  
 
2.9. Preparación y análisis de cortes histológicos de hígado.  
Los tejidos fueron recogidos directamente y congelados en 
compuesto OCTTM (Tissue Tek). Los cortes seriados de 7 µm se hicieron 
con un criotomo (Leica CM1850) y varias secciones no consecutivas se 
recogieron en portaobjetos. 
Para la detección y cuantificación de la apoptosis se usaron reactivos 
comerciales para TUNEL (Roche) siguiendo las instrucciones del 
distribuidor. Las preparaciones se fijaron con paraformaldehído 4% en PBS 
1x pH 7.4, durante 10 min a temperatura ambiente, se lavaron con PBS 1x y 
se permeabilizaron con Tritón X-100 0.1% y citrato sódico 0.1% frío. La 
deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) incorpora nucleótidos marcados 
(FITC) a los extremos 3’-OH de las cadenas de DNA fragmentadas de las 
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células apoptóticas. El Hoechst 33342 (10 µg/ml) se utilizó para marcar 
(incubación durante 30 min a 37ºC) y analizar los núcleos. Para la 
cuantificación se contaron 4 campos significativos de tres preparaciones 
procedentes de tres animales por condición y se reflejaron los porcentajes de 
células apoptóticas o células poliploides respecto al control. 
Los tejidos de los animales transfectados mediante inyección 
hidrodinámica se analizaron para detectar la expresión de la proteína 
fluorescente GFP o de la proteína de fusión GFP-NOS2 en hígado. 
La señal de fluorescencia se analizó con un microscopio confocal 
Radiance 2100 (Biorad). Las imágenes se registraron con el programa 
LaserSharp y se analizaron con LaserPix. 
 
2.10. Determinaciones en plasma e incorporación de BrdU. 
La determinación de NO se realizó espectrofotométricamente 
midiendo la acumulación de nitratos y nitritos en el plasma de los animales o 
en el medio de cultivo en las células transfectadas mediante el método de 
Griess (Hortelano et al., 1999). 
La creatinina y la alanino aminotransferasa (ALT/GPT) se 
analizaron en plasma espectrofotométricamente (Mojena et al., 2001). 
Los niveles de TNF-α, IL-6 y PGE2 en plasma se midieron por 
duplicado usando reactivos comerciales de “Biotrak” de Amersham (Bucks, 
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UK). La proliferación celular se evaluó mediante la incorporación de BrdU 
al DNA. Se administró a los animales 10 mg/kg de BrdU (i.p.) 3h antes de 
sacrificarlos. La incorporación de BrdU al DNA se determinó con reactivos 
para ELISA de Roche, siguiendo las instrucciones del proveedor. 
 
2.11.  Ensayo de la actividad caspasa in vitro. 
En este trabajo se ha utilizado la técnica de espectrofluorimetría para 
detectar la actividad caspasa in vitro. Esta técnica se basa en la capacidad de 
las caspasas presentes en un lisado celular de degradar proteolíticamente 
sustratos tetrapeptídicos. Esta proteolisis origina la liberación de una molécula 
fluorescente que se detecta por espectrofluorimetría. 
Los extractos de tejido se prepararon en tampón A frío como se ha 
descrito para los extractos citosólicos. La actividad de la caspasa 3 se 
determinó en los extractos utilizando el sustrato fluorescente N-acetil-
DEVD-AMC. Los sustratos utilizados para determinar la actividad de la 
caspasa 9 y la caspasa 8 fueron N-acetil-LEHD-AFC y N-Acetil-IETD-AFC 
respectivamente, siguiendo las instrucciones del proveedor (BD, 
Pharmingen).  
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2.12. Métodos estadísticos 
Los datos fueron analizados con SPSS software (Chicago).  
ANOVA se usó para evaluar la significación estadística de los 
experimentos indicados. El análisis de χ2 fue usado para evaluar la 
significación estadística de la mortalidad y de la recuperación de masa 
hepática. Los resultados son la media ± el error standard (SE), del número 
de experimentos que se indica en cada gráfico. La significación estadística 
fue estimada con la t Student para el resto de observaciones. El nivel de 
significación se define como P <0.05. 
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Resultados.- 80 
 
Resultados.- 81 
 
1. La inhibición simultánea de la síntesis de óxido nítrico y 
prostaglandinas impide la supervivencia tras la PH. 
Datos previos establecen que NOS-2 y COX-2 se expresan en 
hepatocitos remanentes tras la PH, y que el óxido nítrico (NO) y las 
prostaglandinas (PGs) sintetizados por estas isoenzimas, tienen un papel 
importante en la regeneración hepática (Obolenskaya et al., 1994b; 
Hortelano et al., 1995; Rai et al., 1998; Callejas et al., 2000; Callejas et al., 
2001). La ausencia de una de estas actividades retrasa el proceso 
notablemente ( Hortelano et al., 1995; Rai et al., 1998; Casado et al., 2001; 
Rudnick et al., 2001), mientras que la inhibición simultánea de NOS-2 
(por deleción génica) y COX-2 (por inhibición farmacológica con DFU) 
resulta letal tras la PH. 
Para evaluar el papel del NO en la recuperación de la masa 
hepática tras la PH, se usaron animales carentes del gen de NOS-2. La 
falta de síntesis de NO tras la PH, conseguida mediante el tratamiento de 
los animales con el inhibidor selectivo de NOS-2, 1400W, o utilizando 
animales carentes del gen de NOS-2 (NOS-2 KO), no tuvo efectos sobre la 
supervivencia tras 70% PH. Esto indica que el NO desempeña una función 
no esencial en la regeneración hepática tras PH, aunque modula en cierta 
medida la cinética del proceso. Dado que datos previos mostraban una 
recuperación más lenta tras PH en animales carentes del gen COX-2 
(Casado et al., 2001; Rudnick et al., 2001), se estudió el efecto de la 
inhibición de COX-2 en la regeneración hepática en el contexto de falta de 
NOS-2 (animales NOS-2 KO). Cuando se trataron ratones Wt con 
inhibidores de NOS-2 y COX-2, y ratones NOS-2 KO con un inhibidor 
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selectivo de COX-2 (DFU), respectivamente, los animales murieron entre 
los días 2 y 4 tras PH (figura 1A). Los pocos animales que sobrevivieron 
(40% en el grupo Wt tratado con DFU y 1400W, y menos del 20% en el 
grupo NOS-2 KO tratados con DFU) mostraban una recuperación de masa 
hepática notablemente disminuida determinada a los 5 días post-PH 
(figura 1B). 
Resultados.- 83 
 
Figura 1. Letalidad en animales carentes de actividades NOS-2 y COX-2 
tras la PH. Los animales Wt y NOS-2 KO fueron tratados con el donador de NO, 
DETA-NO (10 mg/Kg), el inhibidor de NOS-2, 1400W (20 mg/kg peso), el 
inhibidor selectivo de COX-2, DFU (1 mg/kg) o combinaciones de estos 1h antes 
de la PH y luego diariamente durante los 4 primeros días post-PH. A los 5 días 
se valoró la recuperación de masa hepática en los animales supervivientes. Los 
resultados muestran las curvas de supervivencia de Kaplan-Meyer (A) y la media 
± SE del porcentaje de masa hepática recuperada a los 5 días de los animales 
que sobreviven (n=7-10, según indicado entre paréntesis). *P<0.05 vs. su 
correspondiente Wt tras PH. aP<0.05 vs. la recuperación de masa hepática de 
ratones NOS-2 KO tras PH. 
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La tasa de recuperación hepática tras la PH fue significativamente 
menor en los animales NOS-2 KO que en sus controles (figura 1B). Estos 
resultados indican que aunque la síntesis de NO no es esencial para la 
regeneración hepática, coopera con metabolitos dependientes de COX-2 en 
pasos esenciales para la supervivencia de los animales y para conseguir la 
recuperación del hígado remanente. 
Así, la administración del donador de NO, DETA-NO (10mg/Kg), a 
ratones NOS-2 KO tratados con DFU retrasó la muerte de los animales y 
aumentó la supervivencia moderadamente (figura 1A). El análisis de la 
masa hepática a los 10 días tras la PH mostró una recuperación similar en 
Wt no tratados y en NOS-2 KO (figura 1B), confirmando la diferente 
cinética en la recuperación en las condiciones estudiadas pero no en el 
tamaño final del órgano recuperado. 
La ausencia de NO o la inhibición simultánea de NOS-2 y COX-2 
produjo un notable incremento en el daño hepático tras la PH como se 
refleja en los niveles séricos de transaminasas de los diferentes grupos de 
animales(figura 2). 
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Figura 2. Daño hepático tras la PH. 24h tras la PH se determinó en 
plasma de los animales la actividad de alanino aminotransferasa (ALT, U/L). 
*P<0.05 vs. Wt o NOS-2 KO tras la PH. aP<0.05 ALT plasmática de ratones NOS-
2 KO vs. Wt tras PH.  
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2. Alto índice de apoptosis en hígado tras la PH en ausencia de 
NO y PGs.  
Para profundizar en el mecanismo por el cual la ausencia simultánea 
de la síntesis de NO y PGs reducía la supervivencia en los animales tras la 
PH, cortes seriados de las muestras de hígado se analizaron a las 36 h tras 
PH. Los animales tratados con los inhibidores 1400W y DFU mostraron un 
alto porcentaje de células positivas para TUNEL, marcaje que detecta 
muerte celular por apoptosis. El tratamiento de los animales con el donador 
de NO, DETA-NO, ejerció una significativa protección frente a la apoptosis 
(figura3). 
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Figura 3. Núcleos  apoptóticos en hígados regenerantes tras la PH. 
Ratones Wt y NOS-2 KO se trataron como se indica y las secciones de hígado se 
tiñeron con Hoescht (azul) y se analizaron por TUNEL (verde) para evaluar la 
apoptosis a las 36h tras PH (A). El porcentaje de células apoptóticas se cuantificó 
y los resultados muestran la media ± SE de tres secciones por animal (n=3) (B). 
*P<0.05 vs. el correspondiente animal Wt o NOS-2 KO no tratado. aP<0.05 vs. el 
correspondiente animal Wt tratado en idénticas condiciones.  
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Para evaluar mejor esta respuesta apoptótica en el hígado tras PH, se 
comprobaron los niveles de varios genes implicados en este proceso: las 
familias IAP (cIAP-1, cIAP-2 y xIAP) y Bcl-2
 
(Bcl-XL, Bcl-2 y Bax). Los 
niveles de cIAP-1 aumentaron tras la PH, un proceso que no se dió en 
animales tratados con DFU y 1400W, o en animales NOS-2 KO que 
recibieron DFU. Además, se observó un moderado aumento de cIAP-2 en 
estas condiciones, mientras que los niveles de xIAP, Bcl-XL, Bcl-2 y Bax se 
mantuvieron sin modificaciones en todos los tratamientos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Niveles hepáticos de proteínas implicadas en el proceso de 
apoptosis tras la PH. Los niveles de IAPs y proteínas de la familia Bcl2 se 
determinaron por Western blot en extractos citosólicos de hígado de estos 
animales. Los resultados muestran un experimento representativo de tres. La β-
actina se utilizó para la normalización de carga.  
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3. Cambios en los factores de transcripción en el hígado durante 
la regeneración.  
La regeneración hepática tras PH se acompaña de grandes cambios 
en los niveles de los factores de transcripción C/EBPs. Los altos niveles de 
C/EBP-α, un factor de transcripción característico de hígado y que participa 
en la inhibición de la proliferación de los hepatocitos, disminuyen 
rápidamente tras la PH (figura 5). Este proceso se mantuvo en todas las 
condiciones analizadas. Sin embargo, los niveles de C/EBP-β y δ no 
aumentaron cuando la síntesis de NO y PG se encontraba inhibida. Dado 
que Stat-3 juega un papel importante en la regeneración hepática (Cressman 
et al., 1995;  Li et al., 2002), se analizaron los niveles de fosfo-Stat-3 en el 
extracto nuclear. Los niveles de fosfo-Stat-3 fueron menores en animales 
NOS-2 KO que en sus Wt correspondientes (figura 5). El análisis 
densitométrico de Stat-3 mostró unos niveles nucleares de fosfo-Stat-3 
menores en animales sin actividad NOS-2 y COX-2. Todos estos datos 
resultan compatibles con una respuesta regenerativa atenuada en el hígado 
remanente de aquellos animales que carecían de actividad NOS-2 y COX-2. 
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Figura 5A. Cambios tras la PH en factores de transcripción en el hígado 
regenerante. Los niveles nucleares de C/EBP-a, C/EBP-β y C/EBP-δ se 
determinaron a las 24h tras la PH y los niveles de fosfo-Stat-3 a las 2h tras la PH. 
Los niveles de SP-1 se usaron como normalizador de carga (A). El análisis 
densitométrico se muestra en gráficas en la figura 5B.  
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Figura 5B. Cambios tras la PH en factores de transcripción en el hígado 
regenerante. El análisis densitométrico (media + SE, n=3) se muestra en las 
gráficas. *P<0.05 vs. la condición control del grupo Wt o NOS-2 KO 
respectivamente. aP<0.05 vs. el correspondiente animal Wt hepatectomizado 
tratado en las mismas condiciones. 
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4. Aumento de la supervivencia por el uso de inhibidores de 
caspasas.  
La apoptosis aumenta en regeneración hepática cuando la actividad 
NOS-2 y COX-2 se encuentran inhibidas. El tratamiento de los animales 
tras la PH con el inhibidor general de caspasas z-VAD, aumentó 
notablemente la supervivencia tras la PH de los animales NOS-2 KO 
tratados con DFU (figura 6). Esto indica que el marcado aumento de la 
apoptosis tras la PH es el mecanismo que subyace a la muerte de estos 
animales en ausencia de las actividades NOS-2 y COX-2. 
Figura 6. La inhibición de las caspasas rescata a los animales de la 
muerte tras la PH en ausencia de actividad de NOS-2  y  COX-2.  Los animales 
NOS-2 KO se trataron con DFU (1 mg/kg) y z-VAD (10 mg/kg) cada 12h el primer 
día tras  la PH y cada 24h durante los 3 días siguientes. La supervivencia y la 
recuperación de tejido hepático se determinaron a los 6 días tras la PH. Los 
resultados muestran la media + SE de la recuperación hepática en los animales 
que sobrevivieron (número indicado entre paréntesis). 
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Además, cuando las secciones de tejido en regeneración se 
analizaron a las 48 h tras la PH se observó que un alto porcentaje de células 
en tejidos de ratones NOS-2 KO tratados con DFU eran poliploides. Las 
células eran incapaces de progresar en la división celular (figura 7), al 
tiempo que se encontraba aumentada la apoptosis (figura 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.  Aumento  de  células  poliploides  por  inhibición  de  NOS-2  y 
COX-2. Las secciones de hígado de animales Wt y NOS-2 KO tratados o no con 
DFU (48 h tras PH) se tiñeron con Hoechst y el porcentaje de núcleos poliploides 
se cuantificó. Los resultados muestran la media + SE (3-5 secciones de 3 animales 
por condición). *P<0.001 vs. la condición correspondiente sin tratamiento con 
DFU.
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5. Retraso en la progresión del ciclo celular en ausencia de NO y 
PGs. 
El mantenimiento de la relación masa hepática/masa corporal se 
debe a un balance entre proliferación celular y apoptosis. Por ello, se evaluó 
la proliferación celular tras la PH en las diferentes condiciones analizadas. 
La proliferación de los hepatocitos se evaluó mediante la determinación del 
índice mitótico en secciones de tejido a las 48h tras la PH. El índice mitótico 
descendió un 75% cuando no existía actividad NOS-2 ni COX-2 (figura 8). 
Sin embargo, mediante el tratamiento con z-VAD se recuperaron los niveles 
de proliferación celular. Esto indica una compensación de la respuesta 
proliferativa debido a la inhibición de la apoptosis, mediante la inhibición 
de la activación de caspasas.  
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Figura 8. Efecto de la supresión de la síntesis de NO y PGs en la 
proliferación tras la PH. Los animales Wt y NOS-2 KO se trataron como se indica  
y se determinó el número de células mitóticas a 48 h tras PH. Los resultados 
muestran la media + SE de tres secciones (n=3 animales por condición). *P<0.05 
vs. el correspondiente Wt o NOS-2 KO sin tratamiento, tras la PH. 
 
 
Determinadas proteínas implicadas en la progresión del ciclo celular 
también varían su expresión tras la PH indicando la extensión del proceso 
de proliferación. Así tras la Ph se produce un aumento de los niveles de 
ciclina D1, ciclina E y PCNA.  
Por ello, se determinaron los niveles de ciclina D1, ciclina E y PCNA 
en extractos de tejido a las 48 h post-PH. Los niveles de ciclina D1 fueron 
mucho menores en las muestras de ratones NOS-2 KO que en los 
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correspondientes Wt. En animales tratados con DFU y 1400W, los niveles 
de ciclina D1 y E fueron mucho menores que en los Wt y existía un marcado 
descenso en los niveles de PCNA. Estos cambios claramente sugieren un 
retraso o disminución de la proliferación. Los niveles de PCNA en muestras 
de ratones NOS-2 KO tras PH fueron notablemente menores que los 
registrados en Wt, pero aumentaron tras la administración de DETA-NO. 
Esta dependencia de NO de los niveles de expresión de PCNA puede 
explicar la baja capacidad proliferativa observada en animales carentes del 
gen de NOS-2. Sin embargo, la degradación de IκBα como marcador 
temprano de regeneración hepática (Michalopoulos y DeFrances, 1997; 
Fausto, 2000), se observó a los 30 min. en todos los casos analizados. El 
mantenimiento de este marcador temprano de la activación de la 
proliferación sugiere un fallo de señales más tardías que desencadenan la 
proliferación celular e inhiben la apoptosis en el tejido remanente. De 
acuerdo con esta observación, los niveles plasmáticos de TNFα, otro 
marcador temprano de regeneración, medidos 2 h tras PH fueron similares 
en las condiciones analizadas (figura 9). Los niveles plasmáticos de PGE2 
medidos a las 24h post-PH reflejaron el efecto inhibitorio de DFU sobre la 
actividad COX-2. 
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Figura 9. Efecto de la supresión de la síntesis de NO y PG en la 
progresión del ciclo celular tras la PH. Los niveles de ciclina D1 y E y de PCNA se 
determinaron en extractos celulares obtenidos a las 48 h, y los niveles de IkBa a 
los 30 min, respectivamente, tras la PH. Los niveles de GAPDH se usaron para 
normalizar la carga de proteína. Los niveles plasmáticos de TNF-a y PGE2 se 
determinaron por duplicado a las 2h y 24h respectivamente tras PH. Los 
resultados muestran una imagen representativa de tres experimentos y la media de 
TNF-a y PGE2  de 3 animales por condición.  
 
 
 
 
6. La síntesis hepática endógena de NO retrasa la recuperación 
tras la PH.  
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Dado que el NO regula la cinética de la regeneración hepática y 
protege a los hepatocitos de la apoptosis, se planteó determinar si la síntesis 
de NO en hígado en momentos previos a la PH podría resultar beneficioso 
para la recuperación del tejido hepático. Para ello, se estudió la regeneración 
hepática utilizando dos aproximaciones experimentales: 1) un modelo de 
ratón transgénico que sobreexpresa NOS-2 en hígado y 2) un modelo de 
sobreexpresión de NOS-2 en hígado tras la transfección hidrodinámica. 
Los ratones transgénicos PEPCK-NOS-2 expresan NOS-2 en 
condiciones de ayuno. La presencia del transgén de NOS-2 en los animales, 
fue determinada mediante un análisis por PCR de DNA de la cola del ratón, 
como se describe en material y métodos. Los animales fueron alimentados 
ad libitum con una dieta estándar durante su desarrollo. La expresión del 
transgén inducible se consiguió sometiendo a los animales a ayuno durante 
la noche anterior al experimento, junto a sus respectivos controles. La 
presencia de la proteína NOS-2 en hígado fue determinada mediante análisis 
por Western blot. Los niveles de NOS-2 fueron indetectables en animales 
Wt y Tg alimentados o en Wt sometidos a ayuno, y sin embargo la proteína 
fue claramente detectable en animales transgénicos sometidos a ayuno 
durante la noche (figura 10A). 
La capacidad del transgén para expresar la enzima NOS-2 funcional 
en animales ayunados, se determinó midiendo los niveles de nitratos y 
nitritos (NOx) en plasma tras el ayuno, utilizando el método de Griess 
(Hortelano et al., 1999). Esta respuesta fue específica ya que fue inhibida 
mediante el tratamiento con el inhibidor selectivo de NOS-2, L-NIL (figura 
10B). 
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Figura 10. Caracterización de los ratones NOS-2 transgénicos y 
funcionalidad de la construcción PEPCK-NOS-2. Los animales transgénicos 
tipados por PCR de DNA de la cola, fueron sometidos a ayuno y la expresión de 
NOS-2 en el hígado fue comprobada por Western Blot (A). La capacidad del 
transgén para expresar una enzima NOS-2 funcional se determinó midiendo los 
niveles de nitratos y nitritos (NOx) en plasma en los animales, por el método de 
Griess. Los resultados muestran la media de cuatro experimentos. *P<0.001 vs. 
Wt en las mismas condiciones (B). El papel del NO endógeno y la importancia 
de la cinética de su liberación en la regeneración hepática tras la PH se 
estudió usando este modelo animal que portaba el transgén NOS-2 bajo el 
control del promotor de la PEPCK. La expresión de NOS-2 en el hígado en 
los animales Tg ayunados se encontraba aumentada antes de la operación 
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(figura 11). La proteína fue detectable en todos los casos estudiados  al 
menos durante el periodo de 24h inmediatamente posterior a la PH.  
 
 
Figura 11. Expresión de la proteína NOS-2 en ratones Wt y Tg tras la PH. 
Los animales portadores del transgén de NOS-2 bajo el control del promotor de la 
PEPCK fueron ayunados durante la noche para favorecer la expresión del 
transgén y hepatectomizados al día siguiente. Los niveles de proteína NOS-2 se 
analizaron por Western Blot en extractos citosólicos de hígado a diferentes 
tiempos tras la cirugía (A.) El análisis densitométrico de la expresión de NOS-2 
muestra la media ± SE de cuatro experimentos (B). **P<0.005 vs. su 
correspondiente condición con alimentación ad libitum a los tiempos indicados.  
 
Los animales, tanto Wt como Tg, sobrevivieron tras la PH, 
independientemente de su condición nutricional (alimentados o ayunados 
durante la noche anterior a la operación). Sin embargo, la presencia de 
NOS-2 hepática tras el ayuno en los animales Tg, causó un retraso en la 
recuperación de masa hepática observada a los 5 días tras la PH. La 
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recuperación de masa hepática fue completa a los 10 días post-PH en estas 
condiciones.
Resultados.- 102 
 
 
Figura 12. La expresión sostenida de NOS-2 en hígado retrasa la 
recuperación tras la PH. Los animales PEPCK-NOS-2 trangénicos fueron 
hepatectomizados tras ser sometidos a ayuno. La tasa de supervivencia de los 
animales en cada grupo (n=7 por condición) fue seguida hasta 10 días tras la PH 
(A). La masa hepática recuperada fue evaluada a los 5 y 10 días tras PH, 
existiendo un retraso  significativo en la recuperación a los 5 días, pero no a  los 
10 días tras la PH (B). Los resultados muestran la media ± SE. *P<0.005 vs. la 
condición correspondiente con alimentación ad libitum a los tiempos indicados. 
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Para analizar más en detalle los mecanismos del retraso en la 
recuperación de masa hepática en los animales Tg, se estudiaron aspectos 
concretos de la señalización inmediata tras la PH.   
La activación de NF-κB tras la PH, analizada por EMSA, muestra un 
retraso en los animales transgénicos sometidos a ayuno, una situación que 
no se observa en los animales Tg alimentados ad libitum, ni en los animales 
Wt. De acuerdo con los datos de EMSA, los niveles de p65 en el núcleo 
fueron mucho menores en los animales transgénicos sometidos a ayuno que 
en los animales Wt en ayuno o en animales alimentados ad libitum. En 
paralelo a la menor translocación de p65 al núcleo tras la PH, la degradación 
de IκBα estaba retrasada en los animales que expresaban el transgén de 
NOS-2. La activación de Stat-3 fue determinada debido a la implicación de 
este factor de transcripción en el control de la regeneración hepática 
(Cressman et al., 1995; Rai et al., 1996). Una reducción significativa de la 
fosforilación de Stat-3 se observó en los animales Tg tras la PH (figura 13). 
 
Resultados.- 104 
 
 
A
B Wt   TgAyuno
PH (min
P-Stat-3
Stat-3
0    10    20   30    0  10   20   30
PPARα
(nuclear)
p65
(nuclear)
IκBα
(soluble)
NOS-2
(soluble)β
-actin
Ayuno                                   Control
Wt Tg Wt  Tg
0    10    20   30     0    10    20    30     20   30   20   30PH (min)
U
n
ió
n
 
N
F-
κ
B
U
n
ió
n
 
N
F-
κ
B
U
n
ió
n
 
N
F-
κ
B
Resultados.- 105 
 
Figura 13. La producción sostenida de NO en hígado inhibe la 
señalización temprana de la regeneración hepática tras la PH. La activación 
temprana de NF-kB tras la PH fue determinada por EMSA. Los niveles de p65 se 
determinaron en extractos nucleares y los niveles de IkBa y NOS-2 en extractos 
citosólicos por Western blot. Los niveles de PPAR-a se utilizaron para comprobar 
la igualdad de carga en los EMSA y la β-actina se utilizó para normalizar la carga 
de proteína en Western Blot (A). La fosforilación de Stat-3 en Y705 y la cantidad 
total de Stat-3 se determinó mediante Western Blot en extractos totales obtenidos a 
los tiempos indicados (B). Los resultados muestran un experimento representativo 
de tres. Uno de los aspectos más estudiados de la regeneración hepática es su 
puesta en marcha tras la PH. Las citoquinas TNF-α e IL-6, son componentes 
esenciales en la señalización temprana que inicia la regeneración hepática. 
Los niveles de estas citoquinas en plasma se analizaron a los tiempos 
indicados, mostrando en los animales transgénicos en condiciones de ayuno, 
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unos niveles reducidos en ca. 50% en cada caso respecto a sus animales 
controles alimentados ad libitum. 
 
Figura 14. Los niveles de TNF-a e IL-6 se encuentran disminuidos en 
animales transgénicos tras la PH. Los niveles plasmáticos de estas citoquinas se 
midieron a diferentes tiempos tras la PH, encontrándose significativamente 
reducidos en los animales transgénicos sometidos a ayuno en ca. 50%. *P<0.01 
vs. la condición correspondiente en condiciones de alimentación ad libitum a los 
tiempos indicados.  
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7. La síntesis local de NO retrasa la proliferación de hepatocitos 
pero protege frente a la apoptosis. 
Aunque todos los tipos celulares existentes en el hígado proliferan 
tras la PH, son los hepatocitos los primeros en proliferar y los que consiguen 
recuperar una masa hepática adecuada al peso corporal del animal (Fausto, 
2000). 
Teniendo en cuenta los resultados previos, investigamos los efectos 
de la síntesis sostenida de NO en la proliferación de los hepatocitos tras la 
PH. Como muestra la figura siguiente, el aumento en los niveles de ciclina 
E, ciclina D1 y PCNA se encontraba retrasado en los animales Tg 
comparados con sus Wt correspondientes en las mismas condiciones. La 
misma situación se observaba para la cinética de disminución y resíntesis 
del factor de transcripción C/EBP-α. El aumento de los niveles de C/EBP-β 
característicos de las primeras etapas de la proliferación de hepatocitos se 
encontraba atenuado en los animales Tg. Todos estos parámetros indican 
que existe una menor proliferación celular. 
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Figura 15A. Efecto del NO en la progresión del ciclo celular tras la 
PH. Animales Wt y Tg se sometieron a PH y a los tiempos indicados se 
procesaron muestras de tejido hepático remanente, para determinar los 
niveles de ciclinas E y D1, PCNA, p27kip y C/EBP-a y β. La imagen 
muestra un experimento representativo. Los niveles de SP-1 se usaron para 
normalizar la carga de proteína.  
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Figura 15B. Efecto del NO en la progresión del ciclo celular tras la PH. 
Los análisis densitométricos muestran la media ± SE (n=5). *P<0.01 vs. la 
condición Wt correspondiente a los tiempos indicados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
0                   24                   48                   72
Tiempo post-PH (h)
In
te
n
sid
ad
 
ba
n
da
 
(a.
u
.
)
60
40
20
0
Ciclina E
Ciclina D1
PCNA
Wt Tg
In
te
n
sid
ad
 
ba
n
da
 
(a.
u
.
)
B
In
te
n
sid
ad
 
ba
n
da
 
(a.
u
.
)
In
te
n
sid
ad
 
ba
n
da
 
(a.
u
.
)
Resultados.- 110 
 
La incorporación de BrdU como un índice de proliferación celular se 
determinó a los tiempos indicados por ELISA en extractos de tejido 
hepático. Los animales fueron inyectados con 10 mg/kg de BrdU (i.p.) 3h 
antes de ser sacrificados. De acuerdo con los datos anteriores, que indicaban 
uan menor proliferación celular, una marcada disminución de la 
incorporación de BrdU se observó en animales Tg tras la PH (figura 16).  
 
 
Figura 16. Determinación de la proliferación celular tras la PH. 3h antes 
de sacrificar los animales, se les administró BrdU (10 mg/kg; i.p). La 
incorporación de BrdU fue determinada por ELISA. Se determinó la media ±  SE 
de tres animales por condición. *P<0.01 vs. el Wt correspondiente a los tiempos 
indicados. 
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 Sin embargo, este retraso en la proliferación se acompañó de un 
menor porcentaje de apoptosis en el hígado de los animales Tg en 
comparación con sus Wt. Se analizaron por TUNEL varias secciones no 
consecutivas de tejido hepático remanente a las 24h tras la PH. En los 
animales Tg apenas había células apoptóticas, así como muy baja actividad 
de caspasas. Resultados similares se observaron al tratar a los animales con 
DETA-NO, que les protegió de la apoptosis en estos momentos iniciales tras 
la PH, lo que indica de nuevo la importancia del NO como protector de la 
apoptosis en el hígado en regeneración. Más aún, la inhibición de la 
actividad NOS-2 mediante el inhibidor selectivo 1400W, produjo un 
aumento significativo del número de célulasoptóticas, un efecto que fue 
revertido al administrar el donador de NO, DETA-NO. 
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Figura 17. Efecto del NO en la apoptosis tras la PH. Los animales Tg 
fueron tratados con el inhibidor selectivo de NOS-2, 1400W (20mg/kg), 1h previa a 
la PH (A). Los animales Wt recibieron salino (vehículo), el donador de NO, DETA-
NO (15 mg/kg) o una combinación de DETA-NO + 1400W (B). Secciones de tejido 
hepático remanente fueron analizadas por TUNEL a las 24h tras la PH, para 
determinar el número de células apoptóticas. Se analizaron tres secciones de tejido 
no consecutivas (n=3 animales por condición). Los resultados muestran la media ± 
SE expresado como porcentaje. 
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8. La expresión transitoria de NOS-2 en hígado retrasa la 
regeneración hepática tras la PH. 
Además del modelo de animal Tg (en el que se producía la 
expresión del transgén de NOS-2 tras el ayuno) se utilizó otro modelo en 
este estudio, que permite la expresión de NOS-2 en hígado mediante una 
transfección hidrodinámica in vivo (Liu et al., 1999). Para este 
experimento se utilizó una construcción GFP-NOS-2 y como control GFP 
en la misma construcción (Navarro-Lerida et al., 2004). En la figura 18, se 
muestra como NOS-2 fue expresada en hígado, reflejada por la 
fluorescencia de la proteína GFP asociada. Para evaluar el daño producido 
por la inyección hidrodinámica se determinaron los niveles de ALT a las 
24h tras la transfección. Los valores obtenidos fueron similares en los 
animales transfectados con GFP y GFP-NOS2, y en el rango de los valores 
de los animales que recibieron salino por inyección hidrodinámica. Esta 
NOS-2 transfectada y que se expresó en hígado, fue activa como se 
muestra por los valores de NOx determinados en plasma, que se 
incrementaron significativamente en los animales transfectados con GFP-
NOS-2 pero no en los animales transfectados con GFP. 
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Figura 18. Expresión de NOS-2 en hígado mediante transfección 
hidrodinámica. Los animales fueron trasnfectados in vivo con plásmidos 
codificantes para GFP o para la proteína de fusión GFP-NOS-2. Las secciones de 
tejido hepático fueron analizadas a las 24h tras la inyección para verificar la 
expresión de GFP o GFP-NOS-2, respectivamente (A). El daño hepático causado 
por la inyección se refleja en los niveles séricos de ALT (B) y la actividad de la 
enzima NOS-2 se determinó como los niveles plasmáticos de NOx (C). Los 
resultados muestran la media ± SE. *P<0.001  vs. la condición GFP.  
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Al igual que en el modelo de animales transgénicos utilizados, los 
cambios en los niveles de los C/EBPs se encontraban claramente 
retrasados cuando el NO era liberado previamente a la PH, comparando 
los animales transfectados con la construcción GFP-NOS2 frente a los 
transfectados con GFP. Además, el incremento en los niveles de ciclina D1 
y PCNA y la incorporación de BrdU también fueron menores debido a la 
liberación previa de NO en hígado. 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Efecto de la transfección hidrodinámica de NOS-2 sobre la 
proliferación celular tras PH. Las proteínas de ciclo celular fueron analizadas por 
Western blot a los tiempos indicados tras la PH. Las imágenes muestran un 
resultado representativo de tres. La incorporación de BrdU fue evaluada por 
ELISA.  
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Cuando se determinó la masa hepática recuperada, se comprobó 
que la expresión de NOS-2 en hígado tras la transfección hidrodinámica 
retrasaba la regeneración del tejido remanente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Efecto de la transfección hidrodinámica de NOS-2 en la 
regeneración hepática tras la PH. La expresión de NOS-2 en hígado previa 
a la PH retrasa la recuperación tras la operación. La masa hepática 
recuperada en animales transfectados fue evaluada a los 5 y 10 días tras 
PH, existiendo un retraso  significativo en la recuperación a los 5 días, pero 
no a  los 10 días tras la PH. Los resultados muestran la media ± SE. 
*P<0.001  vs. la condición GFP. 
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Finalmente, para determinar la capacidad del NO como inhibidor 
de la activación de caspasas y de la apoptosis, los animales transfectados 
con GFP o GFP-NOS2 fueron sometidos a un daño mediado por un 
anticuerpo de Fas. La apoptosis mediada por Fas está restringida al hígado 
y es un modelo excelente para el estudio de la hepatitis fulminante. En 
estas condiciones se determinó la activación de las caspasas en extractos 
de hígado de estos animales. La figura 21, muestra como la actividad de 
las caspasas 3, 8 y 9 se encuentra significativamente reducida en aquellos 
animales en los que el NO se liberaba previamente al daño. Esto apoya los 
datos de trabajos previos realizados en otros modelos de experimentación 
en los que el NO ha mostrado su eficacia como hepatoprotector frente a 
diferentes daños (Fiorucci et al., 2001; Fiorucci et al., 2002; Kim et al., 
2000; Mojena et al., 2001). 
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 Figura 21. Efecto protector del NO frente al daño mediado por Fas. 
Animales transfectados no sometidos a PH fueron inyectados i.p. con el 
anticuerpo Jo2 (0.30 mg/g peso corporal) frente al receptor de Fas. 5h tras 
el estímulo los animales fueron sacrificados y las actividades caspasas se 
midieron en extractos de estos tejidos. Los datos muestran la media ± SE de 
cinco animales por condición. *P<0.001  vs. la condición GFP. 
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En vertebrados adultos, el hígado es uno de los pocos órganos 
corporales con capacidad de regeneración, como la médula ósea o la 
piel. La hepatectomía parcial (PH) (Higgins y Anderson R.M., 1931) es 
un modelo excelente para estudiar la respuesta del hígado ante una 
pérdida de capacidad funcional y para analizar la progresión del ciclo 
celular in vivo. Tras la resección quirúrgica de dos terceras partes del 
hígado, el tejido remanente inicia una respuesta para favorecer la 
proliferación celular y el crecimiento, hasta que la relación tejido 
hepático/masa corporal se ha recuperado a valores normales y la función 
hepática se ha restaurado (Fausto, 2000). La regeneración hepática es una 
respuesta organizada del tejido que implica cambios secuenciales en la 
expresión génica, producción de factores de transcripción y 
remodelación de la matriz extracelular (Michalopoulos y DeFrances, 
1997) y que transcurre al tiempo que el órgano es capaz de mantener su 
funcionalidad (Taub, 2004). 
La fisiopatología de la regeneración es muy compleja e implica la 
activación de numerosas citoquinas (entre ellas, TNF-α e IL-6), 
factores de transcripción (c-Myc, c-Fos, c-Jun, NF-κB, AP1, Stat-3, 
C/EBPs) y factores de crecimiento (HGF, TGF-α, EGF) (Diehl, 2000; 
Fausto, 2000; Taub, 2004).(Fausto et al., 1995; Michalopoulos y 
DeFrances, 1997) 
Entre el gran número de señales implicadas en la progresión del ciclo 
celular en los hepatocitos tras la PH, se encuentra el aumento de la 
expresión de la proteína inducible NOS-2 en el hígado remanente 
(Obolenskaya et al., 1994a; Hortelano et al., 1995;  Diaz-Guerra et al., 
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1997). El efecto del NO en los hepatocitos depende principalmente de la 
concentración y del tiempo de exposición al NO. Se ha demostrado que en 
general, bajas dosis de NO pueden ejercer efectos hepatoprotectores, 
mientras que dosis más altas pueden ser citotóxica (Kim et al., 1997b; Kim 
et al., 2000). Usando el modelo de PH en ratones carentes del gen de NOS-
2, Rai et al. demostraron que el NO es importante para la regeneración 
hepática ya que los hepatocitos sufren un proceso temprano de apoptosis y 
menor proliferación cuando la inducción de NOS-2 es impedida en el 
hígado (Rai et al., 1998), a pesar de la inducción normal de TNF-α, NF-
κB, IL-6 y Stat-3, 
De igual manera, COX-2, una enzima también inducible 
implicada en inflamación y cuya regulación es similar a la de NOS-2, 
aumenta su expresión tras la PH. COX-2 normalmente no se expresa en 
hepatocitos adultos en respuesta a diferentes estímulos, y esto parece 
estar relacionado con los altos niveles de C/EBP-α existentes en hígado 
(Callejas et al., 2000). Tras la PH se produce una disminución en los 
niveles de C/EBP-α y se induce la expresión de COX-2 en el tejido 
remanente (Casado et al., 2001). 
Datos previos y los datos aquí presentados, indican que la 
ausencia de actividad NOS-2 (Rai et al., 1998) o COX-2 (Casado et al., 
2001) retarda significativamente la regeneración tras PH. En vista de 
estos datos, centramos nuestro interés en el estudio del papel de la 
expresión de las enzimas NOS-2 y COX-2 en el hígado remanente tras 
la PH, y su posible cooperación en el proceso regenerativo. 
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A pesar de la gran cantidad de señales implicadas en el proceso 
regenerativo, sólo un número reducido de genes ha resultado ser 
imprescindible para que el proceso de regeneración se complete con 
éxito. Sin embargo, la falta simultánea de varias señales que participan 
en la regeneración puede impedir que el proceso regenerativo se 
complete. Así, cuando se estudió la regeneración post-PH en animales 
carentes de NOS-2 (NOS-2 KO), tratados con un inhibidor selectivo de 
COX-2 (DFU), las tasas de mortalidad de los animales fueron muy 
altas. La mayoría de animales murieron entre los días 2-4 tras la PH, 
reflejando una incapacidad del tejido para recuperarse tras la operación. 
Como aspectos más relevantes del daño hepático tras la PH, en ausencia 
de actividad NOS-2 y COX-2, existía un proceso apoptótico extendido 
en hígado y bajos niveles de proliferación de los hepatocitos. 
Existen pocos modelos animales donde el proceso de 
regeneración hepática se encuentre alterada hasta resultar finalmente en 
altas tasas de muerte de los animales tras la operación. Por ejemplo, en 
animales carentes de IL6 (Cressman et al., 1996) o en animales carentes 
de IGFBP-1 (Leu et al., 2003a), la PH resultó en un alto porcentaje de 
mortalidad, aunque los datos de mortalidad variaron según las 
condiciones experimentales (Sakamoto et al., 1999). Asimismo, los 
ratones que carecen de citoqueratina 8, mueren poco tiempo tras la PH 
(entre los días 1-2)  (Loranger et al., 1997). Los hepatocitos poseen 
como citoqueratinas (CK), sólo la 8 y la 18. Quizá la CK 8 es un 
componente estructural esencial para los hepatocitos pero su deficiencia 
sólo muestra su efecto negativo cuando los hepatocitos se preparan para 
la replicación. Probablemente, los cambios estructurales necesarios para 
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la replicación no tienen lugar y esto impide la división celular. En estos 
casos citados, aparece un proceso exacerbado de necrosis y/o apoptosis, 
que conduce a un fallo hepático y la muerte de estos animales. También 
la sobreexpresión de una forma truncada de IκB-α, que actúa como 
superrepresor de la disociación de IκB-α de NF-κB e inhibe la 
activación de NF-κB, conduce a una apoptosis masiva en los 
hepatocitos tras la PH (Iimuro et al., 1998). Este hecho confiere gran 
relevancia a la inhibición de la apoptosis como un mecanismo de 
supervivencia tras un daño hepático. En los animales carentes de 
TNFR-1, esta deficiencia provoca altas tasas de mortalidad tras ser 
sometidos a PH (Yamada et al., 1998). En determinados casos, la 
restauración del factor deficiente, como la administración de IL-6 en 
ratones IL-6-/- tras la PH, volvía a recuperar los niveles de regeneración 
hasta la normalidad ( Wallenius et al., 2000; Li et al., 2001). 
Los animales NOS-2 KO sobreviven y finalmente regeneran el 
hígado, aunque presentan una cinética más retardada que sus controles 
correspondientes. Estos datos sugieren que el NO liberado tras la PH 
protege el hígado remanente del daño por citoquinas, como TNF-α, 
pero su ausencia no resulta letal para los animales tras la PH. En 
modelos animales carentes de algún gen, la existencia de vías de 
señalización redundantes o interactivas puede enmascarar su relevancia. 
Un determinado fenotipo tras la PH, puede agravarse y poner de 
manifiesto la relevancia de cierta señalización cuando falta más de una 
actividad, en un doble KO o con inhibición por tratamiento 
farmacológico. Según muestran los datos presentados, el NO podría 
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estar colaborando con metabolitos derivados de COX-2 para completar 
el proceso de regeneración. 
La expresión de COX-2 se inicia a las 16h tras PH en 
hepatocitos, manteniéndose elevada hasta las 96 h, con un aumento de 
los niveles plasmáticos de PGE2 (Casado et al., 2001). La falta de 
actividad de COX-2, bien por la inhibición farmacológica de la enzima 
o por la inactivación del gen en ratones COX-2 KO produce una 
deficiente regeneración tras la PH, mientras que su inactivación en un 
contexto de deficiencia de NOS-2 resultó letal. 
En este modelo existe un desbalance entre apoptosis y 
proliferación celular en ratones NOS-2 KO tratados con el inhibidor 
selectivo de COX-2, DFU. Resultados similares se observaron con otros 
inhibidores, como rofecoxib y NS398, usados a concentraciones a las 
que sólo afectan a COX-2. Algunas de la señales tempranas tras la PH 
se mantuvieron sin cambios en estos animales, como la rápida 
degradación de IκBα y el incremento en los niveles de TNF-α. Sin 
embargo, los cambios en la expresión de C/EBP-α y C/EBP-β, y la 
activación de Stat-3 se atenuaron en animales tratados con DFU, 
señalando un retraso en el proceso regenerativo. De hecho, el 
tratamiento con DFU alteró la expresión de proteínas relacionadas con 
la regulación temprana del ciclo celular: PCNA, ciclina D1 y ciclina E. 
La apoptosis masiva de los hepatocitos a las 36h post-PH se 
inhibió mediante la administración del inhibidor general de caspasas, z-
VAD, en ese periodo crítico y aumentó significativamente la 
supervivencia de estos animales. En otros modelos animales, como el 
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daño hepático dependiente de Fas o TNF-α, la inhibición de las 
caspasas también ha demostrado tener efectos protectores frente a la 
apoptosis (Fiorucci et al., 2001). 
La apoptosis conlleva una serie de cambios morfológicos y 
bioquímicos que incluyen activación de las caspasas, fragmentación del 
DNA y disminución de los inhibidores de apoptosis (IAPs). Las 
caspasas, una familia de cistein-aspartato proteasas, degradan muchas 
proteínas vitales y activan por proteolisis a otras enzimas que 
contribuyen al proceso de muerte celular. La familia de los IAPs 
codifica proteínas que inhiben la apoptosis gracias a la inhibición de la 
cascada de activación de las caspasas, y por tanto, son proteínas clave 
en el control de la muerte celular. Las células dañadas, en hígados de 
ratones NOS-2 KO tratados con DFU, exhibían una notable 
fragmentación del DNA, evidenciado por el marcaje de TUNEL. 
También existían niveles disminuidos de IAP-1 en el hígado remanente 
de estos animales. Otras familias de proteínas implicadas en la 
apoptosis, como la familia de genes bcl-2, se mantuvieron sin cambios. 
De gran relevancia parece el hecho de que los núcleos de hígados de 
animales NOS-2 KO tratados con DFU mostraron un notable aumento 
de la ploidía a las 48h post-PH frente a los correspondientes animales 
controles. Este hecho está relacionado con un aumento de la síntesis de 
DNA pero una señalización deficiente para la mitosis, de modo que las 
células no pueden dividirse. Usando aproximaciones farmacológicas y 
genéticas se ha demostrado como la inhibición de NOS-2 con inhibidores 
selectivos resulta en un aumento del radical superóxido en el hígado y en 
una alteración de ploidía en el tejido remanente 24h tras PH (Hortelano et 
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al., 1995; Vos et al., 1997;  Rosenfeld et al., 2000). En ratones con un déficit 
de NOS-2 y COX-2 la ploidía de los hepatocitos y el porcentaje de células 
binucleadas aumenta significativamente de manera más temprana. Esto 
podría llevar finalmente a limitar el proceso regenerativo cuando aún no se 
ha completado (Sigal et al., 1999), hecho que se agrava debido a la 
apoptosis tan extensa presente en el tejido a las 36h post-PH. Aunque el 
tratamiento con DFU indujo apoptosis en los animales Wt y también una 
disminución del índice mitótico –de acuerdo con los datos de retraso en la 
recuperación post-PH en animales COX-2 KO (Casado et al., 2001)– esto 
no afectó a la supervivencia de los animales. Sin embargo, la inactivación 
simultánea de NOS-2 (por deleción génica) y COX-2 (por inhibición 
farmacológica) resultó letal tras la PH.  
Por todo ello, la colaboración entre las señales mediadas por NO 
y PGs post-PH ha mostrado ser importante durante el proceso de 
regeneración hepática. Además de sus efectos sobre la regeneración 
hepática, el NO y las PGs son moléculas esenciales en la perfusión de 
órganos, como el hígado y también el riñón. Sin embargo, la mortalidad 
observada en estos animales NOS-2 KO, tratados con DFU no parecía 
relacionarse con un fallo renal, puesto que los niveles de creatinina 
(como indicador de la función renal) no presentaron diferencias 
significativas entre los diferentes grupos. El hecho de que la inhibición 
de la apoptosis mediante el tratamiento con z-VAD, fuera capaz de 
rescatar a los animales (NOS-2 KO + DFU) de la muerte tras PH, 
reafirma la hipótesis de la relevancia del NO y PGs sobre la apoptosis y 
no por sus posibles efectos vasoactivos. El control sobre la activación 
de las caspasas parece ser uno de los aspectos farmacológicos de mayor 
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relevancia en aquellos casos en que la regeneración es defectuosa y 
existe un aspecto común, la existencia de un proceso extendido de 
apoptosis y el fallo en la recuperación del tejido. 
En otros modelos de daño hepático, como el mediado por 
tioacetamida, la deficiencia de actividad NOS-2 y COX-2 no indujo un 
mayor daño en los animales. Mientras que en este modelo el déficit de 
NO agravaba el daño inducido por tioacetamida y retrasaba la 
regeneración del tejido hepático, la inhibición de COX-2 parecía 
disminuir el daño hepático ocasionado por este tóxico (Fernandez-
Martinez et al., 2004). No obstante, los modelos utilizados difieren 
mucho, ya que en el modelo de PH el tejido remanente no sufre ningún 
daño inflamatorio y las PGs poseen un efecto positivo sobre la 
progresión del ciclo celular (Casado et al., 2001; Rudnick et al., 2001). 
Dado que la falta de NO durante el proceso de regeneración 
hepática origina un retraso en la recuperación post-PH, y que parece 
cooperar con metabolitos derivados de COX-2, nos propusimos 
determinar si el aporte de NO desde momentos previos a la PH podría 
facilitar el proceso de recuperación, mejorando la progresión del ciclo 
celular. Para ello utilizamos un modelo de ratón transgénico (PEPCK-NOS-
2), que sobreexpresa NOS-2 tras un periodo de ayuno. En este modelo, se 
consigue una alta inducción de NOS-2 en hígado tras el ayuno, mientras que 
no se indujo su expresión en otros órganos como el páncreas, bazo o 
cerebro. Sólo una ligera expresión transitoria se observó en riñón sin causar 
aparentemente ningún daño al animal (Mojena et al., 2001). En otro modelo 
de animal transgénico que expresaba NOS-2 bajo el control del promotor de 
la insulina, se produjo una notable expresión de NOS-2 en células 
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pancreáticas, y la síntesis de NO provocó degeneración de células β con el 
consiguiente desarrollo de diabetes en los animales (Takamura et al., 1998)  
La liberación de NO previamente a la PH no afectó a la 
supervivencia de los animales tras la resección de tejido hepático. Sin 
embargo, provocó un retraso en la señalización temprana tras la operación y 
en la recuperación de masa hepática. Esta situación también se ha descrito 
con otros factores que parecen desempeñar una importante función en la 
regeneración como la IL-6. Animales trangénicos con hiperproducción de 
IL-6, presentaban una menor activación de Stat-3, en parte debido al 
aumento de Socs3 en hígado (Campbell et al., 2001), poniendo fin a la señal 
proliferativa de IL-6 antes de que hubiera desempeñado su función 
activadora (Wustefeld et al., 2000). Este aumento notable de Socs3 por IL-6 
podría bloquear su propia señalización y la de otras citoquinas. Además, la 
sobreexpresión de IL-6 podría también frenar los efectos de HGF mediante 
la inducción de PAI (Shimizu et al., 2001). 
El aumento de la producción de NO en los momentos iniciales tras la 
PH parece estar afectando a la señalización temprana. NF- κB se activa de 
manera muy rápida tras la PH (Cressman et al., 1994), observándose 
cambios importantes ya los 10 min tras la operación. Sin embargo, en los 
animales que expresaban el transgén de NOS-2 , la rápida activación de NF-
 κB estaba claramente retrasada e inhibida en los primeros 30 min. Además, 
la activación de citoquinas implicadas en la puesta en marcha de la 
regeneración, como TNF-α e IL-6 (Clavien, 1997; Webber et al., 1998) fue 
significativamente menor en los ratones transgénicos. La inhibición de la 
activación de NF- κB por el NO liberado se puede deber al aumento de los 
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niveles de IKBα que se observaron sistemáticamente en los animales Tg que 
habían sido sometidos a ayuno. Esto se puede deber a que el NO es capaz de 
inhibir la actividad de la IKK2 (Castrillo et al., 2002) y también inhibe la 
degradación de IKBα a través del proteasoma (Glockzin et al., 1999). 
Estos resultados indicaban que la presencia de NO retrasa o inhibe 
en parte las señales que ponen en marcha el proceso regenerativo, 
comprometiendo la proliferación de las células. De hecho, cuando se 
evaluaron los valores de diversas proteínas implicadas en proliferación 
celular (ciclinas E y D1 y expresión de PCNA) se observó que la progresión 
de los hepatocitos en el ciclo celular estaba retrasada. 
En definitiva estos datos muestran que el NO sintetizado debido a la 
inducción de NOS-2 tras la PH, actúa como un factor de protección y 
participa en la regeneración hepática, mientras que la activación de la NOS-
2 y liberación de NO en hígado antes de la hepatectomía provoca un retraso 
e inhibición de la proliferación celular tras la PH. Se observó también un 
notable aumento de la ploidía de los hepatocitos indicativo de que las 
células no pueden progresar en el ciclo celular y dividirse (Sigal et al., 1999) 
limitando por tanto el proceso de recuperación post-PH. 
El hígado es un órgano que mantiene una masa constante para 
cubrir la demanda metabólica del organismo gracias a un balance entre 
proliferación y muerte celular por apoptosis. Tras la PH, el NO puede 
estar ejerciendo un efecto protector sobre los hepatocitos frente al daño 
mediado por citoquinas (principalmente TNF-α) y permite que la 
proliferación celular avance. De acuerdo con esta hipótesis, el tratamiento 
de animales Wt con el inhibidor selectivo de NOS-2, 1400W, inducía 
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mayores niveles de apoptosis en los hepatocitos tras la operación al igual 
que sucede en los NOS-2 KO. El NO producido en el hígado de los ratones 
Tg protege a los hepatocitos de la apoptosis en esta fase inicial de la 
recuperación. 
Otro punto abordado en este trabajo fue el estudio de la contribución 
del NO a la inhibición de la activación de caspasas y sus consecuencias de 
protección frente a un daño hepático. El NO puede inhibir la activación de 
las caspasas directamente a través de modificaciones redox en residuos de 
cisteína en los centros activos de las caspasas, un proceso denominado 
nitrosilación (Kim et al., 1997b). Así, el NO ha demostrado ejercer efectos 
protectores sobre los hepatocitos en diversos modelos de lesión hepática. 
Por ejemplo, el daño hepático inducido con tetracloruro de carbono (CCl4) 
es mayor en animales que carecen del gen de NOS-2 (Morio et al., 2001), y 
los derivados de NO han mostrado también ser protectores frente al daño 
hepático mediado por Fas (Fiorucci et al., 2002). La expresión de NOS-2 
con un modelo de transferencia génica con adenovirus mostró también la 
eficiencia de este mecanismo de protección sobre la apoptosis dependiente 
de TNF-α y actinomicina D (Tzeng et al., 1998). 
La apoptosis mediada por agonistas de Fas está restringida al hígado, 
ya que los receptores de Fas se expresan de manera constitutiva en este 
órgano. Por ello, constituye un excelente modelo para el estudio de la 
hepatitis fulminante (Ogasawara et al., 1993). El tratamiento en ratones con 
un anticuerpo anti-Fas, induce su muerte debido a un fallo hepático. La 
unión del ligando de Fas a su receptor, conlleva el reclutamiento de 
proteinas adaptadoras (como FADD), que llevan a la procaspasa 8 hacia la 
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membrana plasmática. Así se forma el complejo inductor de muerte (DISC), 
con el subsiguiente procesamiento de la procaspasa 8 a su forma activa 
(Scaffidi et al., 1998) y activación de la cascada apoptótica. 
Para confirmar los datos anteriores relativos a la regeneración post-
PH y para analizar el papel de la producción de NO sobre la apoptosis en el 
hígado, usamos otra aproximación experimental: la expresión in vivo de 
NOS-2 directamente en el hígado mediante transfección hidrodinámica. Este 
abordaje experimental posee la ventaja de conseguir altas tasas de expresión 
de un plásmido en el hígado (Liu et al., 1999). Esto hace de esta técnica un 
excelente modelo para conseguir estudiar efectos específicos en el hígado, 
sin recurrir a virus como transportadores (Berkner, 1992; Miller et al., 1993;  
Westwick et al., 1995; Zhang et al., 1995; Fink et al., 1996).  
En este modelo de transfección hidrodinámica fue posible reproducir 
los datos de regeneración hepática post-PH obtenidos en el modelo 
transgénico. Los animales que expresaron GFP-NOS-2 en hígado tras la 
inyección hidrodinámica mostraron una respuesta similar a los animales 
transgénicos (PEPCK-NOS-2) tras la PH. Los niveles de proteínas de ciclo 
celular eran menores en los tejidos de animales que sobreexpresaban GFP-
NOS-2 tras la inyección hidrodinámica, respecto a los niveles de los 
animales control. La recuperación de tejido a los 5 días estaba 
significativamente disminuida respecto a los controles, mientras que una 
recuperación total se consiguió a los 10 días post-PH. 
Los animales que expresaban GFP o GFP-NOS-2 tras la inyección 
hidrodinámica y sin hepatectomizar, fueron posteriormente sometidos a un 
daño mediado por Fas. Los tejidos hepáticos de animales que expresaban 
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GFP-NOS-2 mostraron una protección frente a la apoptosis tras la inyección 
del anticuerpo monoclonal de Fas (Jo-2 mAb), con niveles más bajos de 
caspasas activadas, especialmente caspasa 8. La apoptosis regulada por Fas 
desempeña un papel importante en la patogénesis de enfermedades 
hepáticas inmunitarias como la hepatitis viral, el fallo hepático agudo... 
sugiriendo que estrategias que inhiban el sistema Fas-FasL puedan ser de 
valor terapéutico en el tratamiento de enfermedades hepáticas en humanos 
(Pinkoski et al., 2000). Uno de los principales mecanismos de protección 
frente a la apoptosis inducida por Fas, parece ser dependiente de la 
inhibición de caspasas (Fiorucci et al., 2001; Fiorucci et al., 2002). Estos 
datos obtenidos mediante la sobreexpresión de NOS-2 por inyección 
hidrodinámica confirman de nuevo la importancia del NO como factor 
hepatoprotector en este modelo de hepatitis fulminante mediada por Fas. 
Así, la síntesis previa de NO en el hígado puede proteger a los 
hepatocitos de la apoptosis tras la PH o tras un daño mediado por Fas, 
inhibiendo la actividad de las caspasas. Sin embargo, puede también retrasar 
la proliferación de los hepatocitos en la regeneración tras la PH. El NO 
liberado previamente a la PH provoca un retraso en la señalización 
temprana, en la progresión del ciclo celular y en la recuperación de masa 
hepática tras la resección quirúrgica del 70% de la masa hepática. Por otro 
lado, la falta de NO también retrasa la recuperación de tejido hepático tras la 
PH, agravándose notablemente este hecho cuando coexiste una deficiencia 
de PGs sintetizadas por COX-2. 
Todos estos datos en conjunto alertan sobre el uso de NO, de sus 
análogos o de sus inhibidores, directamente en hígado en diferentes 
situaciones de daño-recuperación hepática. Su uso debe, por tanto, estar 
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valorado con el fin de establecer el balance adecuado entre la protección 
frente al daño y una proliferación celular adecuada en cada situación 
individual, en particular en determinadas situaciones fisiopatológicas o en 
concomitancia con otros tratamientos farmacológicos. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Conclusiones
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Como conclusiones principales de este trabajo podemos destacar: 
 
• La supresión simultánea de NOS-2 (por deleción génica)  y 
COX-2 (por tratamiento farmacológico), resultó letal para los animales tras 
la PH, debido a una respuesta proliferativa disminuida y a un incremento de 
la apoptosis en hígado remanente. Este efecto fue revertido parcialmente por 
el uso de donadores de NO y de inhibidores de caspasas. 
 
• El NO coopera con PGs sintetizadas por COX-2 en el proceso de 
regeneración hepática post-PH, protegiendo a los hepatocitos de la apoptosis 
y favoreciendo la proliferación celular adecuada para recuperar la relación 
masa hepática /masa corporal necesaria. 
 
• La liberación de NO en hígado previamente a la PH, en animales 
transgénicos o tras la inyección hidrodinámica, no conduce a una mejor 
recuperación tras la PH, sino a un retraso de la misma. 
 
• El NO protege a los hepatocitos del daño mediado por citoquinas 
tras la PH y los protege de la apoptosis mediada por Fas, a través de la 
inhibición de la activación de las caspasas. 
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